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Resumo
Campylobacter sp,  principalmente  C.  jejuni e  C.  coli são  reconhecidos 
mundialmente como agentes causadores de gastroenterites bacteriana, sendo 
responsáveis em alguns países, por um maior número de casos diarréicos do 
que, por exemplo,  Salmonella sp. São microrganismos de natureza zoonótica 
que  requerem  condições  de  microaerofilia  para  a  sua  proliferação,  sendo 
geralmente transmitidos por alimentos. O presente estudo teve por objetivos 
avaliar  o  comportamento  de  Campylobacter  jejuni quando  inoculado  em 
diferentes  substratos:  leite  tipo  C,  leite  UHT e  meio  de  cultura  Bolton,  em 
diferentes  tempos  de  incubação  e  comparar  metodologias  convencionais  e 
métodos que utilizam reações imunoenzimáticas para sua detecção. Para isso 
foram  utilizadas  quatro  diferentes  metodologias:  técnica  do  Número  Mais 
Provável  (NMP);  metodologia  descrita  pelo  Bacteriological  Analytical  Manual 
(BAM) preconizada pelo FDA (Food and Drug Administration);  Campylobacter 
Visual Immunoassay (TECRA diagnostic) e Vidas Campylobacter (bioMérieux). 
Os resultados mostraram que ocorre interferência da microbiota natural do leite 
C  no  crescimento  de  C.  jejuni e  que  no  meio  Bolton  o  isolamento  do 
microrganismo ocorre mais facilmente no período de 24 horas de incubação do 
que em 48 horas, provavelmente devido à escassez de nutrientes. Além disso, 
não houve grandes diferenças em relação às quatro metodologias utilizadas, 
sendo  os  métodos  imunoenzimáticos  mais  rápidos  para  informação  do 
resultado final e de fácil manipulação.
Palavras  chaves: Campylobacter  jejuni,  métodos  microbiológicos, 
imunoensaio.
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Abstract
Campylobacter sp, mainly C. jejuni and C. coli, are worldwide recognized as the 
most  common cause  of  bacterial  gastroenteritis.  The  rate  of  Campylobacter 
infections has been increasing, with the number of cases often exceeding those 
of salmonellosis. These microorganisms are commonly found as commensals in 
animals, principally birds. They are microaerophilic, very small, Gram negative 
rods and are transmitted by the consumption of contaminated food and water. 
The  purpose  of  this  study  was  to  evaluate  the  behavior  of  C.  jejuni when 
inoculated in  different  substratum as type C pasteurized milk,  UHT milk and 
Bolton  Broth  (Oxoid),  for  different  times  of  incubation;  and  to  compare  four 
microbiological methods as the Most Probable Number (MPN), the methodology 
described  by  the  Bacterial  Analytical  Manual  (BAM),  Campylobacter Visual 
Immunoassay (TECRA diagnostic) and Vidas Campylobacter (bioMérieux). The 
results  showed that  the natural  microbiota of  type C milk  interferes with the 
proliferation  of  C.  jejuni.  Besides  that,  the  isolation  of  this  microorganism 
occurred  more  easily  following  24  hours  incubation  period  than  48  hours, 
probably due to the shortage of nutrients. Moreover, there were no considerable 
differences regarding the four methodologies used, but the immunoenzymatic 
methods are the most efficient ones to deliver the final results and are easier to 
handle.
 
Key Words: Campylobacter jejuni, microbiological methods, immunoassay.
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1 Introdução
Microrganismos são encontrados em quase todos os nichos do Planeta e 
nosso  suprimento  alimentar  não  é  exceção.   Alimentos  são  facilmente 
contaminados por microrganismos na natureza e ao longo da cadeia alimentar, 
manipulação e processamento. Após ter sido contaminado, o alimento serve como 
substrato para o crescimento de microrganismos. Se houver condições próprias de 
crescimento  podem até mudar  as  características  físico-químicas dos alimentos 
causando a sua deterioração e por vezes podem também ser responsáveis por 
intoxicações e infecções alimentares (PELCZAR, 1996).
O conhecimento cada vez mais amplo sobre a transmissão de doenças 
através dos alimentos tem determinado que um número cada vez maior de países 
considere a necessidade de submeter esses produtos a certas provas ou estudos 
destinados a avaliar a sua inocuidade e qualidade (ICMSF, 1984).
Embora  as  estatísticas  brasileiras  sejam  precárias  em  relação  às 
notificações  da  incidência  de  enfermidades  microbianas  de  origem  alimentar, 
acredita-se que estas sejam bastante elevadas (FRANCO e LANDGRAF, 2003). O 
mesmo raciocínio aplica-se aos microrganismos do gênero Campylobacter, não só 
devido à ausência de relatos no Brasil e em países em desenvolvimento talvez por 
não  haver  programas  nacionais  de  vigilância  e  notificação  obrigatória  da 
campilobacteriose, bem como pela falta de rotina nos laboratórios de análise para 
detecção  e  isolamento  de  Campylobacter sp,  uma  vez  que  nem  mesmo  a 
legislação brasileira menciona a necessidade desta informação.
Paralelamente,  nota-se  a  necessidade  de  aperfeiçoamento  e 
desenvolvimento de técnicas eficientes e rápidas na detecção e isolamento de 
microrganismos, inclusive para Campylobacter.
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2 Revisão Bibliográfica
2.1 História, nomenclatura e taxonomia
A primeira  descrição de bactérias do gênero  Campylobacter ocorreu em 
1886, quando Escherich verificou a presença desses microrganismos em fezes de 
crianças com enfermidades diarréicas (ALTERKRUSE et al., 1999; PARK, 2002; 
FROST, 2001; AFSSA, 2004).  Em 1913, Mc Fadigan e Stockman demostraram a 
presença  de  microrganismos  vibrióides  microaerófilos  em  fetos  de  ovelhas 
abortados (KARMALI e SKIRROW apud BUTZLER, 1984; AFSSA, 2004). 
Alguns anos mais tarde, Smith e Taylor, ao investigarem aborto infeccioso 
em bovinos, isolaram, o que parecia ser a mesma bactéria e propuseram o nome 
“Vibrio  fetus”  (KARMALI  e  SKIRROW  apud  BUTZLER,  1984;  AFSSA,  2004). 
Jones, Orcutt e Little, em 1931, isolaram de fezes de bezerros com diarréia, uma 
bactéria  também vibrióide,  até  então  desconhecida,  mas muito  semelhante  ao 
“Vibrio fetus” que recebeu o nome de “Vibrio jejuni”. Em 1944, Doyle isolou víbrios 
microaerófilos relacionados a diarréias em suínos e nomeou-os de “Vibrio coli” 
(KARMALI e SKIRROW apud BUTZLER, 1984; AFSSA, 2004), já em 1957, King 
descreveu  víbrios  semelhantes  aos  encontrados  anteriormente  e  relacionou-os 
então  aos  víbrios  (“related  vibrios”)  (KARMALI  e  SKIRROW  apud  BUTZLER, 
1984). Esses microrganismos foram classificados como  Vibrio por apresentarem 
morfologia e mobilidade semelhantes às bactérias desse gênero.
Em  1946,  Levy  descreveu  um  surto  da  doença  causada  por  esses 
microrganismos, ocorrido na cidade de Illinois em maio de 1938, associado ao 
consumo de leite cru, envolvendo 355 pessoas e “Vibrio jejuni” pôde ser isolado e 
identificado a partir do sangue dos pacientes. Esse é hoje reconhecido como o 
primeiro relato de infecções por  Campylobacter em humanos (BUTZLER, 2004). 
Em 1947, “Vibrio fetus” foi também isolado do sangue de mulheres grávidas com 
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febre sem motivo aparente e que, após quatro semanas, abortaram naturalmente 
(KARMALI e SKIRROW apud BUTZLER, 1984).
Somente em 1963, Sebald e Véron definiram o gênero Campylobacter (do 
grego  campylo =  curvo  e  bacter =  bastão)  para  incluir  esses  microrganismos 
originalmente classificados no gênero  Vibrio,  mas que possuíam características 
diferentes e marcantes como microaerofilia para crescimento, não oxidação nem 
fermentação de carboidratos e por apresentarem uma relação das bases G + C 
em percentual molar de 30 a 38 mols% em seu DNA (VANDAMME e DE LEY, 
1991; AFSSA, 2004).
Com o desenvolvimento de novos métodos de isolamento e meios seletivos 
durante a década de 70, começaram a ser diagnosticados os primeiros casos da 
doença diarreica transmitida pelos campilobacteres em humanos (KETLEY, 1997; 
FROST, 2001; AFSSA, 2004). Até 1972 somente 12 casos de infecções causadas 
por “related vibrios” eram conhecidos: sete bebês, duas crianças e três adultos 
(KARMALI e SKIRROW apud BUTZLER, 1984).
Em 1991, foi proposto por VANDAMME e DE LEY (1991) uma nova família, 
denominada  Campylobacteriaceae,  para incluir  os microrganismos dos gêneros 
Campylobacter e  Arcobacter,  que  antes  faziam  parte  da  família  Spirillaceae 
(SMIBERT apud BUCHANAN e GIBBONS, 1974).  Atualmente são descritas 13 
espécies de  Campylobacter,  sendo que duas delas possuem duas subespécies 
cada e uma espécie possui três biovares, como relatado a seguir (HOLT et al., 
2000).
Campylobacter cinaedi
Campylobacter coli 
Campylobacter concisus
Campylobacter cryaerophila 
Campylobacter fennelliae
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Campylobacter fetus subsp. fetus
Campylobacter fetus subsp. Venerealis
Campylobacter hyointestinalis
Campylobacter jejuni subsp. jejuni
Campylobacter jejuni subsp. doylei
Campylobacter lari
Campylobacter mucosalis
Campylobacter nitrofrigillis
Campylobacter sputorum biovar bubulus
Campylobacter sputorum biovar fecalis
Campylobacter sputorum biovar sputorum
Campylobacter upsaliensis
2.2 Características dos microrganismos do gênero Campylobacter
2.2.1 Morfologia
Os campilobacteres são bastonetes pequenos, curvos ou espiralados, muito 
finos, possuindo 0,2 a 0,5 µm de largura por 0,5 a 5 µm de comprimento, podendo 
se  apresentar  sob  formas  espirais  filamentosas  longas  de  até  8  µm  de 
comprimento.  Aparecem  na  forma  da  letra  S,  lembrando  vírgulas  e  asas  de 
gaivotas quando duas células formam uma pequena corrente. São bactérias não 
esporuladas, Gram negativas, que apresentam mobilidade em forma de saca-rolha 
ou  vaivém  devido  à  flagelação  monopolar  ou  bipolar  monotríquia,  ou  seja, 
apresentam um flagelo em uma ou ambas as extremidades da célula (KETLEY, 
1997; HOLT et al., 2000; FRANCO e LANDGRAF, 2003).
A morfologia celular de algumas espécies do gênero, como C. jejuni e C. 
coli, quando em condições desfavoráveis ao crescimento, apresentam variação de 
sua  característica  vibrióide  para  uma  forma  cocóide  (BEUMER  et  al.,  1992; 
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BOVILL e MACKEY, 1997; JONES, 2001). Essa transição ocorre normalmente na 
fase estacionária do crescimento e com maior rapidez em condições de aerobiose 
ou  anaerobiose  (BOVILL  e MACKEY,  1997).  Durante  a  conversão  para  uma 
morfologia  cocóide,  as  células  de  Campylobacter não  são  detectáveis  por 
metodologias convencionais, uma vez que são incapazes de se multiplicarem nos 
meios de cultura normalmente utilizados (BOVILL e MACKEY, 1997; THOLOZAN 
et al., 1999; JONES, 2001).
A existência dessa forma viável, mas não cultivável (VNC), pode explicar o 
porquê  das  infecções  ocorrerem  sem  que  haja  a  detecção  da  fonte  de 
contaminação (BOVILL e MACKEY, 1997).  JONES et al. (1991) demostraram que 
células de  Campylobacter jejuni em estado viável, mas não cultivável (cocóide) 
foram capazes de infectar camundongos.
Em meio sólido, os campilobacteres apresentam colônias pequenas com no 
máximo 4-5 mm de diâmetro, redondas, lisas, convexas, brilhantes e translúcidas. 
Geralmente,  possuem bordas perfeitas,  são incolores  ou  acinzentadas.  Podem 
apresentar bordas irregulares e espalhadas (HUNT et al., 2002; ICMSF, 1996).
2.2.2 Características culturais e bioquímicas
Os  microrganismos  do  gênero  Campylobacter são  microaerófilos, 
necessitando  de  baixa  tensão  de  oxigênio  para  sua  multiplicação.  As 
concentrações de oxigênio e de dióxido de carbono necessárias podem variar de 3 
a 15% e 2 a 10% respectivamente, sendo 5% a concentração ideal de oxigênio 
(ICMSF, 1996; FORSYTHE, 2002; HOLT et al.,  2000; VLIET e KETLEY, 2001; 
FRANCO e LANDGRAF, 2003).
A adição de sulfato  ferroso,  metabissulfito  de sódio e  piruvato de  sódio 
(FBP) ao meio de cultura pode facilitar o crescimento de Campylobacter catalase 
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positiva, em concentração de 15 a 21% de oxigênio. Esses suplementos atuam 
destruindo  ânions  superóxidos  e  o  peróxido  de  hidrogênio,  que  inibem  o 
crescimento de campilobacteres.  Do mesmo modo,  meios  de  cultura contendo 
sangue também aumentam a aerotolerância dessas bactérias devido às enzimas 
catalase e superóxido dismutase presentes no sangue (SMIBERT apud KRIEG, 
1984;  ALMEIDA,  1984).  Algumas  espécies  podem  crescer  em  condições  de 
anaerobiose quando adicionado ao meio de cultura sais  de ácido fumárico ou 
fórmico e em atmosfera de H2. Há também o exemplo de uma espécie fixadora de 
nitrogênio, o C. nitrofigillis (HOLT et al., 2000).
Os campilobacteres são organismos quimiorganotróficos, com metabolismo 
essencialmente  respiratório  que  não  fermentam  nem  oxidam  carboidratos  e 
também  não  apresentam  atividade  metabólica  sobre  lipídeos.  Utilizam 
aminoácidos ou componentes intermediários do ciclo do ácido tricaboxílico para 
obtenção de energia  (HOLT et  al.,  2000;  FRANCO e LANDGRAF, 2003).  São 
catalase e oxidase positivas, reduzem nitrato a nitrito, mas, não hidrolisam a uréia 
e a gelatina e nem produzem pigmentos (HOLT et al., 2000). Quando cultivados 
em ágar sangue não apresentam produção de hemolisinas (APHA, 2001).
Os microrganismos do gênero Campylobacter são considerados mesófilos, 
ou seja, crescem em temperaturas que podem variar de 5° a 47°C, obtendo um 
crescimento ótimo na faixa de 30° a 45°C (FORSYTHE, 2002). Algumas espécies, 
como  exemplo,  C.  jejuni,  C.  coli e  C.  lari,  são  consideradas  termófilas  por 
apresentarem  temperatura  ótima  de  crescimento  na  faixa  de  42-43ºC,  não 
crescendo abaixo de 25ºC (ICMSF, 1996; FORSYTHE, 2002, HOLT et al., 200; 
FRANCO e LANDGRAF, 2003; PARK, 2002).
Essas  bactérias  são  bastante  sensíveis  ao  congelamento  e  às  altas 
temperaturas, sendo facilmente destruídas por pasteurização e cocção adequada 
dos alimentos, apresentando um valor D55ºC de 0,7 a 1 minuto. Não são capazes de 
se multiplicarem, mas sobrevivem melhor à temperatura de refrigeração (0-10ºC) 
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do que em temperaturas  pouco mais  altas  (PARK et  al.,  1991;  ICMSF,  1996; 
PARK, 2002; FORSYTHE, 2002; FRANCO e LANDGRAF, 2003; AFSSA, 2004).
A atividade de água necessária para o crescimento de Campylobacter é de 
0,99 (FORSYTHE,  2002),  sendo possível  um crescimento acima de 0,97.  São 
extremamente sensíveis à desidratação e ao sal (PARK et al., 1991; ICMSF, 1996, 
FORSYTHE, 2002; FRANCO e LANDGRAF, 2003). Podem crescer na ausência 
de NaCl e apresentam um melhor desenvolvimento na presença de 0,5% desse 
sal, sendo que algumas espécies conseguem crescer na concentração de até 2% 
de  NaCl  (AFSSA,  2004).  Quanto  ao  pH,  os  campilobacteres  possuem melhor 
crescimento entre 6,5 a 7,5, sendo possível o crescimento em valores de pH que 
variam de 4,9 a 9,5 (FORSYTE, 2002).
O cloro utilizado no tratamento de água ou em soluções empregadas na 
lavagem  de  carcaças  possui  uma  ação  antimicrobiana  frente  ao  C.  jejuni, 
observando-se  que a  exposição de  uma suspensão contendo entre  106 a  107 
UFC/mL durante um minuto em solução contendo 5 ppm de cloro foi suficiente 
para total inativação, observando-se o mesmo efeito com 2,5 ppm por 30 minutos 
(DOYLE apud BUTZLER, 1984). 
2.2.3 Resistência aos antibióticos
Apesar  de  a  campilobacteriose  ser  uma  doença  autolimitante,  alguns 
antibióticos são administrados nos casos em que os sintomas perduram por mais 
de  uma  semana;  em  pacientes  imunodeprimidos  e  em  casos  de  septicemia. 
Geralmente  são  utilizados  ciprofloxacina  (fluoroquinolona),  ácido  nalidíxico 
(quinolona) e eritromicina (macrolídeo) (ALTERKRUSE et al., 1999; GUPTA et al., 
2004; ENGBERG et al., 2004).
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Estudos mostram que as cepas de  Campylobacter sp estão se tornando 
resistentes  a  esses  antibióticos,  principalmente  aos  do  grupo  fluoroquinolona, 
devido ao uso freqüente na medicina humana e veterinária e também na produção 
de  rações  para  animais.  Pessoas  infectadas  com  cepas  resistentes  podem 
apresentar os sintomas prolongados da doença e dificultar o tratamento em casos 
de bacteriemia o que leva esses pacientes a necessitarem mais freqüentemente 
de hospitalização (ALTERKRUSE et al., 1999; GUPTA et al., 2004; ENGBERG et 
al., 2004; WHO, 2002).
Na França observou-se que a resistência aos antibióticos ácido nalidíxico, 
ciprofloxacina e eritromicina dentre os campilobacteres isolados aumentou de 5% 
em  1988  para  25%  em  2000  (AFSSA,  2002).  Dados  referentes  aos  EUA 
demonstraram que a resistência à ciprofloxacina passou de 13% em 1997 a 19% 
em  2001  (GUPTA  et  al.,  2004).  Na  Nigéria,  em  1984,  82%  das  cepas  de 
Campylobacter sp  eram  sensíveis  à  eritromicina,  sendo  que  após  dez  anos 
apenas  20,8%  o  são  (COKER  e  ADEFESO  apud  COKER  et  al.,  2002).  Na 
Tailândia a resistência à ciprofloxacina entre os campilobacteres teve um aumento 
de zero antes de 1991 para 84% em 1995 (HOGE et al., 1998) e na Áustria a 
resistência  à  ciprofloxacina  aumentou de zero  em 1988 para  34,1% em 1997 
(HEIN et al., 2003).
Já na Austrália, onde o uso de fluoroquinolona na produção de ração para 
animais  é  proibido,  a  incidência  de  campilobacteres  resistentes  a  esses 
antibióticos é extremamente baixa (UNICOMB et al., 2003). 
Segundo FERNANDEZ et al. (2000) no Chile foram testadas 108 cepas de 
campilobacteres  quanto  à  resistência  aos  antibióticos  eritromicina,  tetraciclina, 
gentamicina,  ciprofloxacina,  ampicilina  e  aztreonama  e  verificaram  que  6,5% 
apresentavam resistência à ampicilina; 1,8% à tetraciclina; 100% à aztreonama e 
nenhuma cepa foi resistentes aos demais antibióticos. Na Itália, PEZZOTTI et al. 
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(2003) verificaram a alta taxa de cepas de C. coli isoladas de humanos, bovinos e 
carne de aves, resistentes à eritromicina, à enrofloxacina e ciprofloxacina.
No Brasil, AQUINO et al. (2002) estudaram a resistência aos antibióticos 
em 44 cepas de  Campylobacter sp (C. jejuni e  C. coli) isoladas de humanos e 
animais e verificaram que 13,6% apresentavam resistência à tetraciclina; 18,2% à 
ampicilina;  18,2% à eritromicina;  18,2% à ciprofloxacina;  25% à norfloxacina e 
56,8% à sulfonamida.
Alguns  autores  sugerem  a  utilização  de  antibióticos  do  grupo  dos 
macrolídeos, como eritromicina e azitromicina ao invés de fluoroquinolonas, por 
serem  novas  drogas,  mais  eficazes  contra  enfermidades  causadas  por 
Campylobacter sp (GUPTA et al., 2004).
2.3 Epidemiologia
A epidemiologia do Campylobacter é extremamente complexa, uma vez que 
esses  microrganismos  são  amplamente  distribuídos  no  ambiente  e  na  cadeia 
alimentar  (FERNADEZ  apud  TRABULSI  et  al.,  2002;  FROST,  2001).  Os 
microrganismos  pertencentes  a  esse  gênero  são  encontrados  em  órgãos 
reprodutores, trato gastrointestinal e cavidade oral de humanos e animais (HOLT 
et al., 2000).
2.3.1 Distribuição nos animais
Campylobacter  jejuni e  C.  coli,  as  principais  espécies  causadoras  de 
gastroenterite  em  humanos,  são  microrganismos  comensais  do  trato 
gastrointestinal de uma grande variedade de animais de sangue quente, sendo 
isolados  de  bovinos,  suínos,  gatos,  cães,  roedores  e  principalmente  aves 
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(BUTZLER e OOSTEROM, 1991; FRANCO e LANDGRAF, 2003). Na maioria dos 
casos,  esses  animais  atuam como  hospedeiros  sem apresentar  sintomas  das 
enfermidades (PARK et al., 1991; YANG et al., 2003).
Os microrganismos do gênero  Campylobacter  foram isolados de animais 
domésticos  ou  selvagens,  sadios  como  relatado  por  TRESIERRA-AYALA  e 
FERNANDEZ (1997) que analisaram 100 macacos domesticados e 100 selvagens 
no  Peru,  na  cidade  de  Iquitos,  onde  o  consumo  da  carne  desses  animais  é 
freqüente,  isolando  C.  jejuni e  C.  coli em  31,9%  e  20,9%  das  amostras, 
respectivamente. Na mesma região,  Campylobacter sp foi isolado em 54% dos 
100 frangos domésticos  e em 35% dos 100 frangos criados em confinamento 
analisados por TRESIERRA-AYALA et al. (1995), sendo C. jejuni a espécie mais 
frequentemente isolada.
TRESIERRA-AYALA e BENDAYAN (1998) determinaram a freqüência de 
Campylobacter sp em Psittaciformes silvestres capturados na região amazônica 
do Peru que são geralmente tratadas como animais de estimação por famílias 
dessa região. Campilobacteres foram isolados em 7% dos 142 animais estudados, 
sendo C. jejuni subsp. jejuni o mais freqüentemente isolado. 
Estudos realizados na região do sul do Chile, de 392 diferentes espécies de 
aves selvagens, analisadas quanto à presença de Campylobacter sp, 24,2% foram 
positivas, sendo  C. jejuni  subsp.  jejuni mais freqüentemente isolado seguido por 
C. coli e C. lari (FERNANDEZ et al., 1996). Ainda na mesma região, 300 frangos 
foram estudados e  a presença de  Campylobacter sp foi  verificada em 25,7%, 
sendo a maioria C. jejuni (FERNANDEZ e TORRES, 2000).
Campylobacter sp  foi  isolado  em  14,4%  de  97  frangos  de  fazendas 
comerciais  da  cidade  de  Accra,  em  Ghana  (SACKEY  et  al.,  2001).  Foi 
demonstrado na Dinamarca por HALD et al. (2004) que insetos transportavam o 
microrganismo  para  a  área  de  confinamento  de  aves  através  do  sistema  de 
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ventilação, provocando assim uma alta disseminação do microrganismo entre os 
animais. PEZZOTTI et al. (2003) examinaram, na Itália, bovinos, suínos e aves 
antes do abate e constataram a presença de campilobacteres termófilos em 53,9% 
dos 89 bovinos; 63,5% dos 104 suínos e em 82,9% das 158 aves estudadas.
Por  outro  lado  há  relatos  de  doenças  em  animais  como,  por  exemplo, 
abortos em bovinos e ovelhas causados por C. fetus subsp. venerealis e C. fetus 
subsp.  fetus,  respectivamente; e mastite bovina causada por  Campylobacter sp 
entre outros agentes (LANGONI, 1997; PARK et al., 1991; MADIGAN et al., 1997).
A  campilobacteriose  genital  bovina,  causada  pelo  Campylobacter  fetus 
subsp.  venerealis é responsável por prejuízos econômicos na bovinocultura por 
causar  morte  embrionária  e  esterilidade  das  fêmeas.  STYNEM  et  al.  (2003) 
estudaram  a  freqüência  de  infecção  por  C.  fetus em  rebanhos  leiteiros  com 
problemas reprodutivos, na região de Varginha – MG e encontraram 25,5% dos 
animais infectados.
Nas décadas de 50 e 60, C. jejuni foi considerado o causador de hepatites 
em aves  com oito  semanas de idade,  na  América  do  Norte  e  Europa,  o  que 
ocasionava  35% de  redução  na  produção  de  ovos  e  10-15%  de  mortalidade 
(CORRY e ATABAY, 2001).
Os  campilobacteres  podem também causar  enfermidades  diarréicas  em 
animais.  MODOLO  et  al.  (1999)  estudaram  em  São  Paulo  a  incidência  de 
campilobacteres  em suínos  com e  sem diarréia,  sendo  esses  microrganismos 
isolados  em 43% dos  100  animais  diarreicos  e  34% dos  100  animais  sadios 
analisados, sugerindo a influência dessa bactéria no processo diarréico.
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2.3.2 Distribuição no ambiente 
Os campilobacteres não se multiplicam com facilidade fora do organismo 
hospedeiro  e são muito  sensíveis  às condições ambientais  como temperatura, 
concentração  de  oxigênio  na  atmosfera,  radiação  ultravioleta  e  desidratação 
(AFSSA, 2004).
Como uma estratégia de sobrevivência, esses microrganismos multiplicam-
se numerosamente e são eliminados nas fezes dos animais,  o que favorece a 
sobrevivência  no  meio  ambiente  e  facilitaria  a  infecção de outros  hospedeiros 
(JONES, 2001). Assim, a contaminação ambiental torna-se inevitável e a presença 
de campilobacteres no meio ambiente pode ser considerada um sinal de recente 
contaminação fecal, sendo encontrado nos despejos de esgotos as maiores fontes 
(PARK  et  al.,  1991;  JONES,  2001).  É  necessário  ressaltar  que  o  tratamento 
adequado  de  esgotos  reduz  de  88  a  99%  o  número  desses  microrganismos 
(JONES, 2001).
Esses microrganismos podem estar presentes em rios, lagos, reservatórios, 
lençóis  freáticos  e  na  água  de  abastecimento  da  população  (JONES,  2001; 
ICMSF,  1996),  podendo  sobreviver  por  tempo  mais  prolongado  quando  em 
temperaturas mais baixas (ICMSF, 1996; SKIRROW, 1991), como demonstrado 
por LAURIA-FILGUEIRAS e HOFER (1998) durante estudo realizado em plantas 
de tratamento de esgoto na cidade do Rio de Janeiro que mostrou uma incidência 
do microrganismo em 43,4% de 390 amostras coletadas.  No Reino Unido, em 
Reading, FRICKER e PARK (1989) analisaram 345 amostras de água de rios e 
436 amostras de despejos de esgotos e encontraram, respectivamente, 30,4% e 
96,6% dessas contaminadas por Campylobacter sp. Na China, YANG et al. (2003) 
encontraram uma taxa de 13,7% de positividade para  Campylobacter jejuni em 
300 amostras de água de superfície e lençóis freáticos. 
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SCHONBERG-NORIO et al. (2004) mostraram que banhar-se em águas de 
fontes  naturais  pode ser  uma das  causas  de  infecção  por  Campylobacter sp, 
devido  à  presença  dessas  bactérias  nessas  águas  e  a  baixa  dose  infecciosa 
necessária  para  que  ocorra  a  enfermidade.  Campilobacteres  foram  também 
isolados em 45% das 182 amostras de areia de praia coletadas em diferentes 
locais do Reino Unido (BOLTON et al., 1999).
2.3.3 Distribuição nos alimentos
Devido à presença dos campilobacteres e outros microrganismos no trato 
gastrointestinal  dos  animais,  a  carcaça  e  seus  produtos  são  facilmente 
contaminados durante o abate (KETLEY, 1997). No caso das aves, principal fonte 
de  transmissão  da  doença  ao  homem,  a  depenação  e  a  evisceração  são  as 
operações em que ocorre maior aumento da contaminação. A higienização dos 
locais de abate e a manipulação é sem dúvida o fator mais importante no controle 
da  contaminação  da  carne  fresca  (SILVA,  1998),  segundo  BUTZLER  e 
OOSTEROM (1991)  C. jejuni é encontrado em 50-80% das carnes de frango e 
derivados.
Estudos realizados em diversos países demonstram a taxa de isolamento 
do  microrganismo  em  amostras  de  carnes  de  diferentes  tipos  animais  como 
relatado por ZANETTI et al. (1996) que, na Itália, isolaram Campylobacter sp em 
37,5% das 32 amostras de carnes de frango estudadas; 20% das 30 amostras de 
carnes de Peru; 3,7% de 27 amostras de carne de Porco e 2,4% de 41 amostras 
de  lingüiças  de  carne  de  porco.  Também  na  Itália,  PEZZOTTI  et  al.  (2003) 
isolaram  campilobacteres  termófilos  em  1,3%  das  151  amostras  de  carne 
vermelha; 10,3% das 175 amostras de carne de porco e 81,3% das 155 amostras 
de carnes de frangos.
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Na Espanha, 198 amostras de carne de frango foram estudadas, sendo a 
presença de  Campylobacter encontrada em 49,5% dessas (DOMINGUEZ et al., 
2002).  Na  Inglaterra,  JORGENSEN et  al.  (2002)  analisaram 101  amostras  de 
carnes de frango, e obtiveram em 92% a presença de  Campylobacter sp.  Um 
estudo realizado por FRICKER e PARK (1989) em Reading, Reino Unido, verificou 
a  presença  de  Campylobacter sp  em 55,5% das  728 amostras  de  carnes  de 
frango, 47% das 689 vísceras, 23,6% das 127 carnes bovinas, 18,4% das 158 
carnes de porco, 15,5% das 103 carnes de cordeiro, 14,6% das 89 amostras de 
furtos do mar e 2,3% das 86 carnes cozidas analisadas. 
Um estudo  realizado  no  Texas  (EUA)  encontrou  85% das  amostras  de 
fígado de frango e 89% das amostras de moela de frango, analisados logo após a 
evisceração, contaminados por C. jejuni (C. fetus subsp. jejuni), sendo que 52% e 
48% destas, respectivamente, apresentaram número mais provável (NMP) acima 
de 1.100 por g. Foram analisadas também cinco amostras de moela de frango 
congelada, sendo que em apenas uma foi encontrado o microrganismo com NMP 
de 5 por  g  e  uma amostra  de  moela  de  Peru,  das  86  analisadas apresentou 
contaminação por  C. jejuni na  proporção de 9 NMP/g (CHRISTOPHER et  al., 
1982). 
Na China, YANG et al. (2003) estudaram amostras de peito, asa, coração, 
coxa e moela de frangos, encontrando em 30,7% de 300 amostras a presença de 
C.  jejuni.  No Chile,  FERNANDEZ e  PISÓN (1996)  encontraram 92,2% carnes 
congeladas de frango das 126 amostras analisadas, vendidas em supermercados, 
contaminadas  por  Campylobacter  sp,  sendo  C.  coli (78,6%)  a  espécie  mais 
freqüentemente isoladas.
No Brasil, ALMEIDA (1984) analisou 120 carcaças frescas de animais de 
abate, sendo 40 de frangos, 40 de suínos e 40 de bovinos. O autor encontrou 
Campylobacter jejuni (C. fetus subsp. jejuni) em 47,5% das amostras de frango e 
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35,31% das amostras de suínos, não isolando o microrganismo de carcaças de 
bovinos analisadas.
Também  no  Brasil,  CARVALHO  (1998)  encontrou  a  presença  de 
Campylobacter sp em uma amostra (0,25%) de fígado dentre 25 estudadas e uma 
amostra (0,05%) de coração, dentre cinco estudadas. O método utilizado foi  a 
técnica  do  NMP  para  determinação  da  população,  sendo  encontrado  780 
NMP/25g na amostra de fígado e 2.800 NMP/25g na amostra de coração. Ainda 
no Brasil,  Campylobacter foi isolado em 64,58% das 48 amostras analisadas de 
carne bovina, chouriço resfriado, coração resfriado de frango, coxa congelada de 
pato, coxa resfriada de frango, coxa congelada de peru, fígado resfriado de frango, 
hambúrguer  bovino  congelado,  leite  bovino  e  ovo  integral  (GONÇALVES  e 
FRANCO, 2002).
O  leite  também  pode  ser  contaminado  com  microrganismos  do  gênero 
Campylobacter e a presença dessas bactérias nesse alimento pode ser explicada 
pela ocorrência de contaminação fecal e condições precárias de higiene durante a 
ordenha dos animais (BUTZLER e OOSTEROM, 1991; FRANCO e LANDGRAF, 
2003). Outra causa é a mastite bovina causada por Campylobacter sp (LANGONI 
et al., 1997; FRANCO e LANDGRAF, 2003; SKIRROW, 1991).
Na  China,  300  amostras  de  leite  cru  coletadas  de  diferentes  fazendas 
leiteiras,  foram  analisadas  quanto  à  presença  de  C.  jejuni,  sendo  a  bactéria 
encontrada em 27,3% das amostras (YANG et al., 2003). JAYARAO e HENNING 
(2001) isolaram C. jejuni em 9,2% das 131 amostras de leite cru analisadas.
Outros alimentos como legumes, verduras e frutas, geralmente consumidos 
crus, também podem apresentar contaminação significativa por Campylobacter sp. 
Essa contaminação pode ser proveniente da utilização de fertilizantes naturais e 
água  contaminada  durante  o  plantio  (BUTZLER  e  OOSTEROM,  1991)  ou  da 
contaminação  cruzada  devido  à  falta  de  higiene  e  utilização  inadequada  de 
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utensílios de cozinha (COKER et al., 2002; SKIRROW, 1991; PARK et al., 1991). 
Um  pedaço  de  carne  crua  contaminada  pode  deixar  10  mil  células  de 
Campylobacter sp por cm2 em uma superfície de trabalho (FORSYTHE, 2002).
Na Índia, 56 amostras de diferentes vegetais foram analisadas revelando a 
presença de C. jejuni somente em uma amostra de espinafre e uma de feno-grego 
(KUMAR et al., 2001). Campilobacteres foram também isolados em três amostras 
de  cogumelos  das  200  analisadas  em Wisconsin,  EUA (DOYLE e  SCHOENI, 
1986) e de frutos do mar (GRIFFIN, 1983). 
A contaminação dos alimentos pode ocorrer também através das pessoas 
envolvidas com a manipulação dos alimentos, que não possuem conhecimento 
adequado  sobre  os  cuidados  higiênicos  sanitários  necessários  durante  a 
elaboração  dos  produtos.  Assim,  a  presença de  portadores  assintomáticos  de 
Campylobacter sp torna-se possível  a  ocorrência  de contaminação cruzada de 
alimentos (TOSIN e MACHADO, 1995).
TOSIN e MACHADO (1995) estudaram em Florianópolis, SC a ocorrência 
de  Campylobacter sp em manipuladores de alimentos e constataram que 2,2% 
desses, em cozinhas hospitalares eram portadores, principalmente de  C. coli e, 
10,5%  dos  manipuladores  de  cozinhas  industriais  eram  portadores  de 
Campylobacter sp, sendo 55,6% deles portadores de C. jejuni e 44, 4% de C. coli.
A maioria das toxinfecções alimentares pode ser prevenida pela aplicação 
de princípios básicos de higiene,  sendo isto possível  por meio de educação e 
treinamento dos manipuladores de alimento; inspeção dos estabelecimentos para 
assegurar  que  as  práticas  de  higiene  estejam  implantadas  e  análises 
microbiológicas para verificar a presença ou ausência de patógenos e toxinas. As 
práticas higiênicas podem ser alcançadas com a adoção da Análise de Perigos e 
Pontos Críticos de Controle (APPCC) e Boas Práticas de Fabricação (BPF) que 
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podem ser aplicados ao longo da cadeia alimentar, desde a produção primária ao 
consumo final (FORSYTHE, 2002).
2.3.4 Controle e prevenção nos alimentos
Os  microrganismos  do  gênero  Campylobacter não  são  formadores  de 
esporos  e  são  rapidamente  destruídos  pela  ação  do  calor.  Sendo  assim,  os 
principais mecanismos de controle, para eliminar a presença dessas bactérias nos 
alimentos são cozimentos adequados (60ºC por  45 minutos);  pasteurização do 
leite (72ºC por 15 segundos); prevenção da contaminação cruzada causada por 
carnes (FORSYTHE, 2002) e higienização do local e utensílios (HUMPHREY et 
al., 2001), tendo em vista que essas bactérias não sobrevivem por muito tempo no 
ambiente (PARK et al., 1991). A utilização das Boas Práticas de Fabricação (BPF) 
são princípios  básicos  e  fundamentais  para  o  controle  adequado destes  e  de 
tantos outros microrganismos patogênicos em alimentos (FORSYTHE, 2002).
2.3.5 Modo de transmissão ao homem
A  transmissão  da  doença  ao  homem  pode  ser  direta  ou  indireta.  De 
maneira direta, o contato com animais, produtos de origem animal ou mesmo com 
portadores assintomáticos ou não de Campylobacter sp são considerados riscos 
de infecção. A transmissão indireta, mais freqüente, ocorre pela ingestão de água 
não tratada e alimentos contaminados, principalmente carnes de frango e leite cru 
(PARK et al., 1991; PHILLIPS, 1995; SKIRROW, 1991; TALIBART et al., 2000; 
PEZZOTTI et al., 2003).
Outros fatores de risco descritos na literatura são alimentar-se de vegetais 
crus como tomate e pepino; água engarrafada (EVANS et al., 2003; KUMAR et al., 
2001);  alimentos  prontos  para  consumo  (MELDRUM  e  RIBEIRO,  2003; 
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SKIRROW, 1991); banhos em fontes de águas naturais (SCHONBERG-NORIO et 
al., 2004) e freqüentar regiões endêmicas (PHILLIPS, 1995).
A  maioria  dos  casos  de  campilobacteriose  é  esporádica  e  devida  ao 
consumo de alimentos preparados de forma higienicamente inadequadas ou ao 
consumo  de  produtos  de  aves.  Já  a  maioria  dos  surtos  está  associada  ao 
consumo de leite cru ou água não clorada (TALIBART et al., 2000; KÁLMÁN et al., 
2000; FROST, 2001; FORSYTHE, 2002; CDC, 2002a; PARK, 2002). 
O leite cru foi tido como fonte de infecção em 30 de um total de 80 surtos 
relatados ao Center for Disease Control and Prevention (CDC) entre os anos de 
1973 e 1992 (ALTERKRUSE et al., 1999; HEADRICK et al., 1998). Além disso, o 
leite cru estava envolvido no primeiro relato de um surto de campilobacteriose 
humana ocorrido em 1946 (BUTZLER, 2004;  LOVETT et  al.,  1983).  Os surtos 
causados pela ingestão de leite cru geralmente estão associados com visitas às 
fazendas, como exemplo, excursões escolares (ALTEKRUSE et al., 1999).
2.3.6 Incidência da Campilobacteriose no Mundo
Apesar  de  ter  sido  primeiramente  descrito  em  1886,  o  papel  do 
Campylobacter como  agente  causador  de  gastroenterite  humana  somente  foi 
reconhecido com o desenvolvimento de métodos de isolamento e meios seletivos 
durante a década de 70 (KETLEY, 1997; FROST, 2001). Desde então, a taxa de 
incidência  da  infecção  por  esta  bactéria  está  aumentando  em  todo  mundo, 
ultrapassando,  em  alguns  países,  os  números  de  casos  de  Salmonellose  e 
Shigellose (COKER et al., 2002; CDC, 2002b; BORCK et al., 2002). 
Nos  Estados  Unidos  são  reportados  por  ano  ao  FOODNET  (Rede  de 
vigilância  ativa  de  doenças  de  origem alimentar)  15  casos para  cada  100 mil 
pessoas na população, mas muitos casos dessa doença não são diagnosticados. 
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Estima-se que a campilobacteriose afete mais de um milhão de pessoas todos os 
anos, ou seja, 0,5% da população dos EUA e que 100 pessoas morram por ano, 
mesmo que comumente essa doença não leve ao óbito (CDC, 2002a). A área de 
cobertura  do  FOODNET  abrange  nove  estados,  cerca  de  25,4  milhões  de 
habitantes, representando 10% da população dos Estados Unidos. Em 2002 foram 
relatados 5.059 casos de campilobacteriose pelo FOODNET (FOODNET, 2004). A 
perspectiva do FOODNET é de que até 2010 a incidência da campilobacteriose 
seja reduzido para 12,3 casos a cada 100 mil habitantes (MMWR, 2004).
Na Califórnia, em 1984, das 28 pessoas que ingeriram leite cru e sorvete 
fabricado  com  esse  leite  durante  visita  à  fazenda,  12  desenvolveram diarréia 
(MMWR, 2002a). No ano seguinte, na mesma cidade, outro surto envolvendo 23 
pessoas  que  consumiram  leite  cru  ocorreu  também  durante  visita  à  fazenda, 
(MMWR, 2002b). Em dezembro de 2001 o leite obtido em uma fazenda local foi, 
mais  uma vez,  o  veículo  de  transmissão da  campilobacteriose  em Wisconsin, 
EUA, envolvendo 75 pessoas, de dois a 63 anos (MMWR, 2003c). Outro surto de 
gastroenterite  causada  por  Campylobacter  jejuni ocorreu  em  Utah,  EUA, 
envolvendo 13 pessoas que consumiram leite cru durante uma refeição servida 
aos atletas de uma escola da cidade (PETERSON, 2003).
Em  agosto  de  1996  em  Oklahoma,  EUA  ocorreu  um  surto  envolvendo 
alface  e  lasanha  contaminadas  por  carne  de  frango  crua,  14  pessoas 
manifestaram infecção por Campylobacter sp (MMWR, 2003b). 
No Canadá foram registrados pelo “National Notifiable Diseases Summary 
program” (NNDS) 11.503 casos de campilobacteriose no ano de 1999, (CCDR, 
2003). Dos surtos relatados no Japão em 1997, um total de 2.648 pessoas foram 
infectadas por Campylobacter (ONO e YAMAMOTO, 1999).
Desde 1981, quando nove mil casos foram registrados, até os dias de hoje, 
Campylobacter sp é a maior causa de gastroenterite no Reino Unido com mais de 
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60  mil  casos  em  1999  (GILLESPIE  et  al.,  2002)  e  62.867  casos  em  2000 
(FOODSTANDARDS,  2002),  nesse  mesmo  ano  estima-se  que  ocorreram  86 
mortes devido a essa doença (MELDRUM e RIBEIRO, 2003). Na Inglaterra e País 
de Gales foram registrados pelo Public Health Laboratory Service Communicable 
Disease  Surveillance  Centre  (CDSC)  55  mil  casos  em  1999  (FROST,  2001; 
RIBEIRO; FROST, 2000), 53.800 casos em 2000 (JORGENSEN et al., 2002) e 56 
mil casos em 2001 (TAM et al., 2003). Ainda na Inglaterra há o registro do maior 
surto  de campilobacteriose,  ocorrido em março de 1979,  com duração de três 
semanas,  envolvendo 2.500 crianças que consumiram leite  distribuído para  as 
escolas na cidade de Luton (JONES et al., 1981).
Na França, os dados disponíveis não permitem quantificar precisamente a 
incidência da campilobacteriose.  Em 2002 foram verificados 867 casos,  sendo 
79% envolvendo C. jejuni e em 2003 ocorreram mais de dois mil casos segundo a 
rede de vigilância epidemiológica criada recentemente (AFSSA, 2004). Entre 1992 
e 1997 ocorreram 69 surtos de enfermidades transmitidas por alimentos tendo o 
leite e seus derivados como veículo de transmissão, destes apenas um surto foi 
de campilobacteriose, envolvendo 19 casos (BUYSER et al., 2001). Em Laval, na 
França foi relatado um caso de diarréia, bacteriemia, endocardite e meningite em 
um agricultor de 57 anos, tendo como agente C. fetus, este fato foi atribuído aos 
seus hábitos alimentares inadequados como o consumo de leite cru e contato com 
bovinos (JAN et al., 2000).
Na  Espanha,  em  1999,  5.191  casos  da  doença  foram  reportados  ao 
“Sistema  de  Información  Microbiológica”  (SIM)  constatando  uma  taxa  de 
isolamento de 129 casos a cada 1.000.000 de habitantes (DOMÍNGUEZ et al., 
2002). Em 2002, dos 649 casos correspondentes a patógenos alimentares, 196, 
ou seja, 30,2% foram do gênero Campylobacter (MARTÍNEZ e ACEITERO, 2004).
Na Dinamarca, a incidência dessa doença aumenta a cada ano desde 1992 
quando foram registrados 1.129 casos, alcançando no ano 2000 o registro de 82 
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casos a cada 100 mil  habitantes (BORCK et  al.,  2002;  WEDDERKOPP et  al., 
2001) e em 2001 o registro de 4.620 casos com uma incidência de 86 casos a 
cada 100 mil habitantes (NEIMANN et al., 2003). 
Na Holanda estima-se que 300 mil casos da doença e 90 mortes ocorram 
por ano, mas somente uma pequena parte desses casos, cerca de 5.800, seja 
realmente confirmada. Nesse país são raros os surtos de campilobacteriose. Entre 
1987  e  1994,  somente  oito  foram  identificados  pelos  serviços  de  inspeção 
alimentar. (HAVELAAR et al., 2000). 
Em outros países desenvolvidos como na Bélgica foram registrados 6.514 
casos no ano de 1999 (VELLINGA e BUTZLER apud WHO, 2002),  na Suécia 
5.580 casos em 1995 (STUDAHL e ANDERSSON, 2000), em Styria, Áustria, 70 
casos para cada 100 mil habitantes em 2000 (HEIN et al., 2003), em 1999, 2.027 
casos de campilobacteriose foram confirmados na Noruega (NESBAKKEN et al., 
2003) e 3.303 casos foram informados pelo NIDR (National  Infectious Disease 
Register) na Finlândia (VIERIKKO et al., 2004).
Na Alemanha foi descrito um surto de campilobacteriose envolvendo leite 
cru,  em abril  de 1999 em que,  durante uma visita escolar a  uma fazenda,  14 
crianças  e  5  professores  manifestaram  os  sintomas  da  campilobacteriose 
(LIEFTUCHT, 2002). Um outro surto, envolvendo no mínimo 52 pessoas ocorreu 
em uma fazenda na Hungria  em abril  de  1998,  após o  consumo de leite  cru 
(KÁLMÁN et al., 2000).
A Austrália possui uma incidência anual da campilobacteriose de 125 casos 
para cada 100 mil habitantes (UNICOMB et al., 2003). Entre 1980 e 1995 foram 
registrados  cinco  surtos  envolvendo  C.  jejuni dentre  68  surtos  ocorridos 
envolvendo nove patógenos (SAFEFOOD, 2004). Na Nova Zelândia ocorreu um 
surto  em  setembro  de  1990  envolvendo  44  pessoas,  de  3  a  51  anos,  que 
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consumiram  água  não  clorada  ou  filtrada  em  um  camping  na  cidade  de 
Christchurch (MMWR, 2003a).
Os  países  em  desenvolvimento,  em  geral,  não  possuem  programas 
nacionais de vigilância que verifiquem a incidência da campilobacteriose, portanto, 
valores em termos de números de casos na população não existem (COKER et 
al., 2002). 
Em toda América Latina há somente alguns registros da doença. Em Peñas 
del  Rio,  Cuba,  foi  registrado  um  surto  de  campilobacteriose  envolvendo  21 
pessoas que consumiram um tipo de mingau, natilla, em uma escola no ano 1999 
(SIRVETA, 2002). No Chile foi relatado por FERNANDEZ et al. (2003) o primeiro 
caso de gastroenterite aguda, ocorrido devido ao C. jejuni subsp. doylei. 
2.3.7 Incidência da Campilobacteriose no Brasil
No  Brasil  poucos  são  os  surtos  e  casos  dessa  doença  que  estão 
registrados. Em dezembro de 1997 ocorreu na cidade de Descalvado – SP um 
surto de  Salmonella Enteritidis associado à  Campylobacter spp, registrado pelo 
Centro  de  Vigilância  Epidemiológica  (CVE,  2002).  Em  dezembro  de  2001,  foi 
registrado, na cidade de Luis Antônio – SP, um surto de Campylobacter associado 
à E. coli O158 e Cryptosporidium spp envolvendo 11 pessoas (CVE, 2003a) e, em 
abril  de  2003  foi  também  notificado  ao  CVE  um  surto  de  Campylobacter, 
envolvendo três pessoas, na cidade de Ribeirão Preto – SP (CVE, 2003b).
Alguns  casos  de  campilobacteriose  foram  relatados  em  trabalhos  que 
pretendiam estudar a incidência da bactéria  Campylobacter spp como causa de 
diarréia. Durante um estudo na cidade do Rio de Janeiro, em 1979, nove casos da 
doença  foram diagnosticados,  em crianças  com menos  de  um ano  de  idade, 
dentre  186  casos  examinados  (RICCIARDI  et  al.,  1979).  Em Pernambuco,  80 
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casos  de  diarréia  foram  estudados  em  1982,  constatando  15  casos  de 
campilobacteriose causada por C. jejuni (MAGALHÃES et al., 1982). 
O primeiro caso de campilobacteriose registrado tendo como agente o  C. 
jejuni subsp.  doylei,  ocorrido  em 1997 no Brasil,  na  cidade de São Paulo,  foi 
relatado por FERNÁNDEZ et al. (1997). 
Outro  caso  da  enfermidade  foi  descrito  durante  um  estudo  sobre  a 
freqüência de patógenos emergentes relacionados com doenças transmitidas por 
alimentos, entre 1998 e 2000, na cidade de Botucatu – SP (FRANCESCATO et al., 
2002). 
Em Ribeirão Preto – SP, 1836 casos de diarréia foram estudados entre os 
anos de 1994 e 1997, sendo que Campylobacter spp foi o terceiro patógeno mais 
freqüentemente  isolado  (5,4%  -  99  casos),  com  predominância  do  C.  jejuni 
(MEDEIROS et al., 2001).
Muitos surtos e casos de campilobacteriose podem não ser reconhecidos 
por  várias  razões,  primeiramente  devido  ao  longo  período  de  incubação  que 
inviabiliza muitas vezes a identificação da fonte de exposição.  Outro problema é a 
necessidade  de  condições  microaerófilas  para  o  crescimento  desses 
microrganismos, o que pode vir a causar injúria, tornando difícil a sua recuperação 
em meios de cultura convencionais. Além disso, metodologias para detecção de 
Campylobacter sp  não  são  rotineiramente  empregadas  nos  laboratórios  de 
análise, principalmente nos países em desenvolvimento (THE CAMPYLOBACTER 
SENTINEL SURVEILLANCE SCHEME COLABORATORS, 2003).
É importante ressaltar que a comparação entre as taxas de isolamento de 
Campylobacter sp nos diversos países não pode ser realizada devido ao uso de 
diferentes metodologias e à ausência de programas de vigilância e notificação da 
doença nos países em desenvolvimento.
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2.4 Campilobacteriose
A  doença  infecciosa  causada  pelos  microrganismos  do  gênero 
Campylobacter  recebe o nome de campilobacteriose e é caracterizada por uma 
gastroenterite cujos sintomas principais são dores abdominais, diarréia que pode 
ser profusa,  aquosa e freqüentemente sanguinolenta,  febre e dores de cabeça 
(ICMSF, 1996; CDC, 2002a; COKER et al., 2002; FORSYTHE, 2002).   Também 
podem ocorrer náusea, emese e dores no corpo (BAD BUG BOOK, 2002; WHO, 
2002; ICMSF, 1996).
Duas espécies são consideradas a principal causa da campilobacteriose em 
humanos:  Campylobacter  jejuni e  Campylobacter  coli (BORCK et  al.,  2002; 
COKER et al., 2002;  STUDAHL e ADERSSON, 2000; TAM et al., 2003a), sendo 
que outras espécies como  C. lari e  C. upsaliensis já  foram relacionadas como 
agentes causadores da doença (KETLEY, 1997; FORSYTHE, 2002). 
Complicações como bacteriemia, septicemia e síndrome de Guillaim-Barré 
(GBS) podem também ocorrer (KETLEY, 1997; PHILLIPS, 1995).  A GBS é uma 
reação auto-imune do corpo, que afeta os nervos periféricos, causando fraqueza, 
paralisia  e  ocasionalmente  a  morte  (ERS,  2002).  O  primeiro  caso  de  GBS 
associado à Campylobacter ocorreu em 1982 (TAM et al., 2003b). Há estimativas 
de que um caso de GBS ocorra para cada mil casos de campilobacteriose e que 
20  a  40%  dos  casos  de  GBS  sejam  provenientes  de  uma  infecção  por 
Campylobacter (ERS,  2002;  ALTEKRUSE  et  al.,  1999;  CDC,  2002a;  ALLOS, 
1997).
Outras  complicações  como hepatite,  pancreatite,  abortos,  síndrome uro-
hemolítica  e  artrites  reativas  também podem ocorrer  (WHO,  2002;  BAD  BUG 
BOOK, 2002).
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A dose infectante de C. jejuni, necessária para que a doença se manifeste é 
considerada muito pequena, entre 500 e 800 microrganismos (BLACK et al., 1988; 
BAD BUG BOOK, 2002; CDC, 2002a; YANG et al., 2003), podendo ser menor que 
500 (AQUINO et al., 1995).
O período de incubação pode variar de 2 a 10 dias e a enfermidade pode 
perdurar  por  uma  semana  (ICMSF,  1996;  FORSYTHE,  2002;  FRANCO  e 
LANDGRAF, 2003).
A  literatura  tem  mostrado  que  em  países  em  desenvolvimento 
Campylobacter sp é isolado com maior freqüência em crianças diarréicas com 
menos  de  dois  anos  de  idade,  sendo  mais  raro  em adultos.  Essa  bactéria  é 
isolada  muitas  vezes  juntamente  com  outros  patógenos  em  pacientes  com 
diarréia,  ao  contrário  dos  países  desenvolvidos  em que  infecções  envolvendo 
vários agentes raramente ocorrem. Nesses países a doença atinge igualmente 
todas as  idades e  possui  maior  incidência no  verão e  outono (COKER et  al., 
2002).
O mecanismo de patogenicidade do  C. jejuni e  C. coli envolve diversos 
fatores  de  virulência,  incluindo  mobilidade,  quimiotaxia,  adesão,  habilidade  de 
invasão  das  células  hospedeiras  e  produção  de  toxinas  (KELLY,  2001; 
FORSYTHE, 2002; VLIET e KETLEY, 2001). 
As  bactérias  colonizam  a  porção  distal  do  íleo  e  do  cólon  do  trato 
gastrointestinal humano utilizando-se de sua mobilidade, conferida pelo flagelo, e 
quimiotaxia para atravessar a camada de muco e atingir as células intestinais. Ao 
atingir  essas  células,  a  bactéria  utiliza-se  do  flagelo  e  da  camada  de 
lipopolissacarídeo (LPS) para aderir à superfície das células epiteliais e invadi-las, 
perturbando assim, a capacidade de absorção normal do intestino e danificando 
as  funções das células  epiteliais  (FORSYTHE,  2002;  VLIET e  KETLEY,  2001; 
KETLEY,  1997).  A  produção de fímbrias  pelos  campilobacteres foi  descrita  na 
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literatura, quando essas bactérias crescem na presença de sais biliares (DOIG et 
al., 1996).
A  camada  de  lipopolissacarídeo  (LPS),  encontrada  em  bactérias  Gram 
negativas,  é  um  importante  fator  de  virulência  envolvendo  adesão  (VLIET  e 
KETLEY, 2001). O LPS possui uma estrutra molecular complexa e é composto por 
três seguimentos ligados covalentemente. O lipídeo A que ancora a molécula na 
membrana externa da célula e é tóxica; região do centro ou polissacarídeo central, 
formado por moléculas de açúcares e ácidos graxos; e região O composta de 
unidades variantes de açúcares. É também conhecido como antígeno somático 
(O),  sendo responsável  por muitas das propriedades sorológicas das bactérias 
Gram negativas (FORSYTHE, 2002).   A porção lipídica de um LPS é também 
conhecida como uma endotoxina (PELCZAR, 1996).
A diarréia pode ocorrer tanto pela invasão das células epiteliais como pela 
produção  de  toxinas.  Foi  verificada  pelo  menos  a  produção  de  três  toxinas 
distintas. A toxina citoletal distendida que afeta o ciclo celular da célula hospedeira 
impedindo a realização da divisão celular (mitose). Isso acarreta perda da função 
das células epiteliais do intestino e gera os sintomas de diarréia. A enterotoxina 
termossensível,  semelhante  à  toxina  colérica  é  uma toxina  protéica  secretada 
extracelularmente que altera o metabolismo hidrossalino da célula pela ativação 
da  enzima  adenilato  ciclase,  responsável  pela  formação  de  AMP  cíclico, 
desencadeando  uma  série  de  reações  metabólicas  na  célula  que  levam  à 
liberação de eletrólitos e água causando acúmulo de líquido no lúmem intestinal e 
diarréia.  Também  são  produzidas  citotoxinas  que  causam  danos  às  células, 
invadindo-as  e  inibindo a  síntese protéica  (KETLEY,  1997;  FORSYTHE,  2002, 
VLIET & KETLEY, 2001; PARK, 2002).
Das  toxinas  produzidas  as  de  maior  importância  são  a  enterotoxina 
termossensível,  semelhante  à  toxina  colérica  e  citotoxinas (FORSYTHE,  2002; 
FRANCO e LANDGRAF, 2003).
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2.5 Métodos de análise em microbiologia
A metodologia para contagem de microrganismos em placa é uma das mais 
utilizadas  pelos  laboratórios  de  análises  de  alimentos  por  proporcionarem  a 
enumeração de diferentes grupos de microrganismos, dependendo do meio de 
cultura e condições de incubação a serem utilizados (FORSYTHE, 2002; FRANCO 
e LANDGRAF, 2003).
A técnica do número mais provável (NMP), também chamada técnica dos 
tubos  múltiplos,  é  outra  maneira  bastante  utilizada  pelos  laboratórios  de 
microbiologia  de  alimentos  para  estimar  a  contagem  de  alguns  tipos  de 
microrganismos. O NMP é determinado pelo número de tubos positivos em cada 
uma das diluições, tendo como base a tabela estatística de Hoskins (FRANCO e 
LANDGRAF, 2003).
Métodos  qualitativos  de  isolamento  de  microrganismos  geralmente 
envolvem uma etapa de enriquecimento em caldo, seguido de plaqueamento em 
meios seletivos e a identificação é feita baseada no comportamento bioquímico do 
microrganismo frente aos mais diversos substratos, ou seja, a capacidade desses 
microrganismos de realizar reações bioquímicas (LINE et al., 2001).
Alguns  patógenos  bacterianos  são  capazes  de  entrar  em  um  estágio 
dormente em que as células não são mais cultiváveis, mas permanecem viáveis e 
virulentas.  Esse  estado  viável,  mas  não  cultivável  (VNC)  foi  demonstrado  em 
Salmonella spp,  Campylobacter jejuni,  Escherichia coli e  Vibrio choleare.  Esses 
patógenos  representam  um  perigo  potencial  à  saúde  e  são  de  interesse  em 
microbiologia  de alimentos.  A partir  disto  os métodos usuais  podem não estar 
recuperando  todos  os  patógenos  de  alimentos  e  águas,  sendo  importante  a 
utilização de métodos alternativos como os baseados em imunologia (ELISA) e 
seqüência de DNA (PCR) (FORSYTHE, 2002).
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Segundo HAJDENWURAL (1998) os métodos rápidos surgiram a partir da 
década de 70 em conseqüência da necessidade de se reduzir o tempo de análise 
nos  laboratórios  de  microbiologia,  aumentando-se  a  produtividade  do  trabalho 
realizado. Tais métodos apresentam uma série de vantagens como redução do 
tempo de análise, significando menor retenção do produto na indústria, diminuição 
dos custos, simplificação nas tarefas de realização da análise, facilidade de leitura 
dos resultados e especificidade, além de maior sensibilidade de alguns métodos 
quando comparados com os métodos convencionais.
Alguns  métodos  rápidos,  baseados  em  técnicas  imunoenzimáticas,  são 
processos  modificados,  semi  ou  totalmente  automatizados,  que  possibilitam 
resultados rápidos, seguros, sensíveis e específicos nas áreas de detecção de 
antígenos e toxinas bacterianas. 
A  utilização  desses  métodos  permite  aumentar  o  número  de  amostras 
analisadas por dia, mesmo que o tempo de incubação de alguns deles seja similar 
ao dos métodos convencionais (VASAVADA, 1993).
Segundo FENG (1995) os métodos rápidos podem ser utilizados somente 
para controle, sendo que resultados negativos são considerados como definitivos, 
mas resultados positivos são considerados presuntivos e devem ser confirmados 
por métodos padrões.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo geral
• Avaliar o comportamento de Campylobacter jejuni quando inoculado em 
diferentes  substratos:  leite  tipo  C,  leite  tipo  UHT  (Ultra  High 
Temperature) e meio de cultura, em diferentes tempos de incubação.
3.2 Objetivo específico
• Comparar  metodologias  convencionais,  a  técnica  do  Número  Mais 
Provável (NMP) e a metodologia para isolamento de Campylobacter sp 
do  “Bacteriological  Analytical  Manual”  (BAM)  preconizada  pelo  FDA 
(Food and Drug Administration), com metodologias que utilizam reações 
imunoenzimáticas,  Campylobacter Visual  Immunoassay  e  Vidas 
Campylobacter, para a detecção de Campylobacter.
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4 Material e Métodos
4.1 Microrganismo
Campylobacter jejuni (American Type Culture Colection – ATCC – 33560), 
fornecida pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde (INCQS) da 
Fundação Oswaldo Cruz. 
4.2 Meios de cultura
4.2.1 Caldo Brucella
Meio  Brucella  Broth  (BBL)  preparado  de  acordo  com  as  instruções  do 
fabricante.
4.2.2 Brucella suplementado 
Meio  Brucella  Broth  adicionado  de  0,15%  de  ágar  (Oxoid);  0,05%  de 
piruvato de sódio (Hechst do Brasil);  10 mg de vancomicina (Sigma); 5 mg de 
trimethoprim (Sigma);  2.500 UI  de  polimixina  B (Sigma);  2  mg de anfotericina 
(Sigma) e 15 mg de cefalotina (Sigma) por litro de meio.
4.2.3 Brucella sangue
Meio  Brucella  Broth  adicionado  de  10%  de  sangue  fresco  de  cavalo 
(Biotério  Boa  Vista);  1,5% de agar;  10  mg de vancomicina  (Sigma);  5  mg de 
trimethoprim (Sigma);  2.500 UI  de  polimixina  B (Sigma);  2  mg de anfotericina 
(Sigma) e 15 mg de cefalotina (Sigma) por litro de meio.
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4.2.4 Caldo Bolton
Meio Bolton Selective Enrichment Broth (Oxoid) preparado de acordo com 
as instruções do fabricante.
4.2.5 Caldo Bolton suplementado I
Meio Bolton Selective Enrichment Broth (Oxoid) suplementado com 5 mL de 
sangue fresco de cavalo e uma mistura dos antibióticos em 500 mL de meio: 10 
mg de cefoperazone, 10 mg de vancomicina, 10 mg de trimethoprim e 25 mg de 
cycloheximide (Bolton Broth Selective Supplement – OXOID).
4.2.6 Caldo Bolton suplementado II
Meio Bolton Selective Enrichment Broth (Oxoid) suplementado uma mistura 
dos  antibióticos  em  500  mL  de  meio:  10  mg  de  cefoperazone,  10  mg  de 
vancomicina,  10  mg de  trimethoprim e  25  mg de  cycloheximide  (Bolton  Broth 
Selective Supplement – OXOID).
4.2.7 Meio CCDA
Meio Campylobacter Blood-free Selective Agar base (Oxoid) suplementado 
com os antibióticos a seguir em 500 mL de meio: 16 mg de cefoperazone, 5 mg de 
anfotericina  B  (CCDA Selective  Supplement  -   Oxoid)  e  5  mg  de  rifampicina 
(Sigma).
4.2.8 Caldo TCEB
Meio TECRA Campylobacter Enrichment Broth (TCEB) adicionado de 0,12g 
de  sulfato  ferroso  heptahidratado  (Merck)  e  uma  mistura  de  três  antibióticos, 
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trimetropim,  rifampicina,  polimixina  B  (TECRA  Campylobacter  Selective 
Supplement - TCSS).
4.2.9 Meio PCA
Meio Agar  Padrão para  contagem (Difco),  preparado de acordo com as 
instruções do fabricante. 
4.2.10 Água Salina Peptonada
Diluente para homogeneização e diluição de amostras preparado com 8,5 g 
de NaCl e 1,0 g de peptona em um litro de água destilada.
4.2.11 Meio AHB (Abeyta-Hunt-Bark Agar)
Meio Heart Infusion Agar (Difco) adicionado de 2g de extrato de levedura 
(Oxoid) por litro de meio.
4.3 Equipamentos
• Potenciômetro  de  pH,  Corning  Digital  110  de  escala  expandida  em 
resolução de 0,01;
• Centrífuga refrigerada RC5 C, Sorval Instruments;
• Balança semi-analítica digital BEC 1000, ACATEC;
• Estufa C. B. retilínea, Fanem Ltda.;
• Estufa de secagem e esterilização Mod. 320 – SE, Fanem Ltda.;
• Câmara de fluxo laminar vertical, Veco;
• Autoclave Mod. 104, Fabbe Ltda.;
• Mini Vidas ®, biolab-Mérieux S/A;
• Densimat ®, biolab-Mérieux S/A;
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• Estufa incubadora para B. O. D. Mod 347F, Fanem Ltda.;
• Agitador de tubos TE 162, Tecnal;
• Destilador de água Mod. MA 252 – Marconi.
4.4 Padronização do Inóculo
A cepa de Campylobacter jejuni (ATCC 33560) foi ativada em meio sólido 
Bolton Selective Enrichment (Oxoid). Um inóculo de 1,5x102 e outro de 1,5x103 
UFC/mL foram padronizados  com a  utilização  do  densitômetro  Densimat  ®  de 
acordo com a escala de McFarland, segundo as instruções do fabricante (Figura 
1).
                                    Figura 1 – Densimat ®
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4.5 Inoculação
Os inóculos padronizados conforme item 4.4, foram utilizados em leite tipo 
C, leite UHT e meio Bolton. Após a inoculação, os substratos foram incubados em 
câmara de incubação com refrigeração a 7ºC por 48 horas, sendo retirada uma 
amostra para análise em 24 horas.
4.6 Descrição do experimento
O experimento foi realizado no período de fevereiro a julho de 2004. Três 
tipos de substratos (270 mL), leite C, leite UHT (Ultra High Temperature) e meio 
Bolton, foram inoculados com  Campylobacter jejuni (30 mL) nas concentrações 
1,5x102 e 1,5x103 UFC/mL e incubados por 48 horas a 7°C. Após 24 e 48 horas 
foram realizadas as análises microbiológicas visando detecção e isolamento de 
Campylobacter, empregando-se quatro metodologias diferentes (item 4.8). Foram 
realizadas oito repetições de cada substrato inoculado, sendo que para o leite C e 
o  Leite  UHT utilizou-se  duas  marcas  diferentes,  portanto  quatro  repetições  de 
cada uma delas (marcas A e B para leite UHT e F e G para leite C). As repetições 
foram numeradas de 1 a 48, sendo as 16 primeiras relacionadas ao meio Bolton, 
as de número 17 a 32 ao leite UHT e as de 33 a 48 são repetições de leite tipo C 
(Anexo 1).
• Leite UHT, marcas A e B, inoculados na concentração 1.5 x 102 UFC/mL 
• Leite UHT, marcas A e B, inoculados na concentração 1.5 x 103 UFC/mL 
• Leite tipo C, marcas F e G, inoculados na concentração 1.5 x 102 UFC/mL 
• Leite tipo C, marcas F e G, inoculados na concentração 1.5 x 102 UFC/mL 
• Meio de cultura inoculado na concentração 1.5 x 102 UFC/mL 
• Meio de cultura inoculado na concentração 1.5 x 103 UFC/mL 
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4.7 Microaerofilia
A atmosfera  microaerófila,  utilizada  durante  o  experimento,  foi  realizada 
com a utilização de jarras para anaerobiose GasPack system de 7,5 litros (BBL) 
(Figura 2) e sachet para anaerobiose Anaerogem TM (NA 25 – Oxoid).
Figura 2 – Jarras para microaerofilia.
4.8 Análises Microbiológicas
As  análises  microbiológicas,  visando  o  isolamento  e  a  quantificação  de 
Campylobacter sp,  foram  realizadas  após  24  e  48  horas  de  incubação  dos 
substratos inoculados, utilizando-se quatro metodologias: técnica do Número Mais 
Provável (NMP) para detecção e enumeração de Campylobacter sp; metodologia 
para isolamento de Campylobacter sp de acordo com o “Bacteriological Analytical 
Manual”  (BAM)  preconizada  pelo  FDA  (Food  and  Drug  Administration); 
Campylobacter Visual  Immunoassay  que  utiliza  a  técnica  ELISA  (TECRA 
diagnostic) e Vidas  Campylobacter que utiliza a técnica ELFA (BioMérieux). Foi 
realizada também a contagem de mesófilos e psicrófilos totais nos leites tipo UHT 
e tipo C, para se ter uma idéia da microbiota natural inicial.
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4.8.1 Técnica do número mais provável (NMP) para detecção e enumeração 
de Campylobacter sp
Para  a  realização dessa metodologia,  25  mL dos  substratos  inoculados 
foram homogeneizados em 225 mL de Caldo Brucella, correspondente à primeira 
diluição. Foram inoculadas diluições decimais (1mL) de cada amostra,  em três 
tubos  contendo  10  mL de  Brucella  suplementado.  Os  tubos  inoculados  foram 
mantidos por 4 horas a 2ºC e posteriormente incubados a temperatura de 42ºC 
por 48 horas em microaerofilia.  Os tubos que apresentaram resultado positivo, 
evidenciado por turbidez, foram inoculados em placas de Petri contendo Brucella 
sangue. Incubou-se a 42ºC por 48 horas em condições de microaerofilia. A partir 
de colônias isoladas foram feitos os testes bioquímicos descritos no item 4.9 para 
a  identificação  do  microrganismo  (CARVALHO,  1998;  CHRISTOPHER et  al., 
1982). Os resultados foram confrontados com a tabela do NMP e expressos em 
NMP/mL (Anexo B).
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4.8.1.1 Fluxograma da Técnica do NMP
25 mL da amostra   +   225 mL de Caldo Brucella 
2ºC por 4 horas
Incubação a 42ºC por 48 horas em microaerofilia
Tubos positivos = presença de turvação
Estriamento em placas de Petri com Brucella sangue
Incubação a 42ºC por 48 horas em microaerofilia
Observação do aparecimento de colônias típicas
Série bioquímica
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Diluição 10-1
1 mL 1 mL
9 mL
10-2 10-3
10 mL de 
Brucella 
suplementado 
1 mL 1 mL 1 mL
4.8.2  Metodologia  para  isolamento  de  Campylobacter sp  do  BAM 
preconizada pelo FDA 
Nas repetições do substrato meio Bolton, 25 mL foram adicionados em 100 
mL de caldo Bolton suplementado I. Nas repetições dos substratos leite C e leite 
UHT, o pH foi ajustado para 7,6 e então 50 mL foram centrifugados a 20.000 x g 
por 40 minutos. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” misturado a 100 mL de 
caldo Bolton suplementado I.
Incubou-se o caldo Bolton suplementado I adicionado da amostra a 37ºC 
por  4  horas  em microaerofilia,  correspondendo  ao  pré-enriquecimento  e  após 
incubou-se a 42ºC por 48 horas o que correspondeu à etapa de enriquecimento. A 
partir deste os microrganismos foram isolados por esgotamento em meio CCDA. 
Este procedimento foi realizado após 24 e 48 horas de incubação sendo as placas 
incubadas a 42ºC por 48 horas em microaerofilia. Após o isolamento as colônias 
típicas  foram  submetidas  aos  testes  bioquímicos  descritos  no  item  4.9  para 
identificação do microrganismo (HUNT et al., 1998).
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4.8.2.1  Fluxograma  da  metodologia  do  BAM  preconizada  pelo  FDA  para 
análise em meio de cultura
25 mL da amostra
100 mL de Bolton Broth + 1 mL suplemento + 5 mL sangue
Agitação por 5 minutos
Pré-enriquecimento
Incubação a 37ºC por 4 horas em microaerofilia
Enriquecimento
Incubação a 42ºC por 20 - 44 horas em microaerofilia
Após 24 horas e após 48 horas de incubação, realização do esgotamento
em ágar CCDA + suplemento
Incubação a 42ºC por 24 – 48 horas
Estriamento em AHB
Série bioquímica
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4.8.2.2  Fluxograma  da  metodologia  do  BAM  preconizada  pelo  FDA  para 
análise em leite C e leite UHT
Ajuste do pH da amostra para 7,6
Centrifugação de 50 mL da amostra a 20.000 x g por 40 minutos
Descarte o sobrenadante
Mistura do “pellet” a 100 mL de Bolton Broth + 1 mL suplemento + 5 mL sangue
Pré-enriquecimento
Incubação a 37ºC por 4 horas em microaerofilia
Enriquecimento
Incubação a 42ºC por 48 horas em microaerofilia
Após 24 horas e após 48 horas de incubação realização do esgotamento 
em ágar CCDA + suplemento
Incubação a 42ºC por 24 – 48 horas
Estriamento em AHB 
Série bioquímica
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4.8.3 Campylobacter Visual Immunoassay – ELISA (TECRA)
 
TECRA Campylobacter Imunoensaio Visual é um método imunoenzimático 
rápido e específico que utiliza a técnica ELISA (Enzyme Linked Immunossorbent 
Assay)  do  tipo  sanduíche direto  para  detecção de  Campylobacter.  O  princípio 
deste teste baseia-se no fato da formação de um complexo antígeno-anticorpo 
que se liga a uma enzima e esta a um substrato, gerando um produto colorido 
(Figura 3).
Anticorpo
Antígeno
Anticorpo conjugado com enzima
Substrato da enzima
Figura 3 – ELISA tipo sanduíche direto
O teste  foi  realizado  de  acordo  com as  instruções  do  fabricante  do  kit 
(Figura 4), não sendo necessário ambiente microaerófilo para incubação na etapa 
de enriquecimento. A leitura dos resultados foi realizada com a utilização do cartão 
de cor (Figura 5). Quando o resultado foi positivo realizou-se a confirmação pelo 
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isolamento do microrganismo em meio CCDA e posterior identificação pela série 
bioquímica descrita no item 4.9 (TECRA, 2001).
Figura 4 – Kit Campylobacter Visual Immunoassay - TECRA
Figura 5 – Cartão de cor do kit Campylobacter Visual Immunoassay para leitura 
dos resultados
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4.8.3.1 Fluxograma de realização do kit Campylobacter Visual Immunoassay 
25 mL da amostra   +   225 mL de TCEB + 0,5 mL de suplemento TCSS
Incubar a 42ºC por 40 – 48 horas sem microaerofilia
ELISA
Passo 1 – Tratamento térmico da amostra.
Transferir 1 mL da amostra enriquecida para um tubo com rosca. Adicionar 
50 µL do aditivo da amostra, agitar e aquecer a 100ºC por 15 minutos. Resfriar a 
temperatura ambiente para realização do teste.
Passo 2 – Preparação das microplacas
Remover a quantidade de cavidades móveis requeridas de acordo com o 
número de amostras, somadas dos controles positivo e negativo e encaixar as 
mesmas firmemente na microplaca.
Passo 3 – Adição das amostras
Utilizando ponteiras estéreis, transferir 200 µL dos controles e amostras em 
cavidades individuais,  anotando sua identificação. Cobrir  a microplaca com um 
filme plástico e incubar por 60 minutos a 35 – 37ºC.
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Passo 4 – Primeira lavagem
Esvaziar as cavidades, invertendo a microplaca rapidamente várias vezes, 
até  remoção  do  líquido  residual,  pressionando  a  placa  em  papel  absorvente. 
Cobrir as cavidades com a solução de lavagem, esvaziando-as seguidamente por 
três vezes. Evitar a formação de bolhas.
Passo 5 – Adição do conjugado
Adicionar 200 µL de conjugado a cada cavidade. Cobrir com o filme plástico 
e incubar por 30 minutos a 35 – 37ºC.
Passo 6 – Segunda lavagem
Esvaziar as cavidades e lavar por quatro vezes como no passo 4.
Passo 7 – Adição do substrato
Adicionar 200 µL de substrato. Incubar a temperatura ambiente 20 – 25ºC 
por no mínimo 15 minutos. Observar se o controle positivo apresenta coloração 
equivalente à figura 4 do cartão de leitura. Movimentar gentilmente a placa para 
melhor distribuição da cor.
Passo 8 – Adição da solução stop
Adicionar  20  µL  da  solução  stop  a  cada  cavidade  movimentando 
gentilmente a placa.
Passo 9 – Leitura dos resultados
Utilizar o cartão de cor.
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4.8.4 Vidas Campylobacter – ELFA (bioMérieux)
Sistema VIDAS CAM é um teste qualitativo que permite a detecção de 
antígenos de  Campylobacter em alimentos pela técnica ELFA (Enzyme Linked 
Fluorescent Assay),  após a etapa de enriquecimento. A tecnologia ELFA é um 
ensaio imunológico similar ao ELISA, apresentando como diferença o substrato, o 
4 metil umbeliferil fosfato (4MUP) que, após ser hidrolisado pela enzima fosfatase 
alcalina, transforma-se em Umbeliferona emitindo fluorescência a 450 nm, quando 
excitada a 370 nm que é medida pelo  próprio equipamento.
Na  etapa  de  enriquecimento,  25  mL  dos  substratos  inoculados  foram 
homogeneizados em 225 mL de caldo Bolton suplementado II,  incubando-se a 
42ºC por 48 horas em microaerofilia. Após essa etapa, 2 mL desse caldo foram 
aquecidos em banho-maria a 100ºC por 15 minutos. Em seguida 0,5 mL foram 
transferidos  para  o  barrete  VIDAS  CAM  (Figura  6)  e  o  sistema,  totalmente 
automatizado  (Figuras  7  e  8),  forneceu  o  resultado  em  aproximadamente  70 
minutos.  Quando  o  resultado  foi  positivo  realizou-se  a  confirmação  pelo 
isolamento do microrganismo em meio CCDA e posterior identificação  pela série 
bioquímica descrita no item 4.9 (BIOLAB, s.d.).
Figura 6 – Esquema barrete
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Figura 7 – Sistema mini VIDAS
4.8.4.1 Fluxograma de execução do kit Vidas Campylobacter 
25 mL da amostra + 225 mL de caldo Bolton + 2 mL suplemento + 11 mL sangue
Incubar a 42ºC por 48 horas em microaerofilia
Transferir 2 mL do preparado para um tubo de rosca e aquecê-lo em banho-maria 
a 100ºC por 15 minutos. Resfriar a temperatura ambiente e agitar para eliminar 
qualquer formação de sedimento.
Transferir 0,5 mL para o barrete VIDAS CAM e coloca-la no equipamento
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Figura 8 – Esquema ELFA
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4.8.5 Contagem de mesófilos e psicrotrófilos aeróbios totais
Para  contagem  de  mesófilos  e  psicrotrófilos  aeróbios  totais  25  mL  da 
amostra  (leite  tipo  C  e  UHT)  foram  homogeneizados  em  225  mL  de  salina 
peptonada correspondendo à primeira diluição. Diluições decimais seriadas foram 
preparadas e uma alíquota de 0,1 mL de cada diluição foi inoculada em placas 
contendo meio PCA, pelo método de plaqueamento em superfície  e  duplicata. 
Incubou-se a 32°C por 48 horas para contagem de mesófilos e 7°C por 10 dias 
para  análise  de  psicrotrófilos  aeróbios.  O  número  de  colônias  contadas  foi 
expresso em UFC/mL (APHA, 2001).
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4.8.5.1 Fluxograma para contagem de mesófilos e psicrotrófilos totais
25 mL da amostra   +   225 mL de Salina Peptonada 
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PCA
(plaqueamento 
em superfície)
PCA
(plaqueamento em 
superfície)
30ºC por 48 horas7 10 dias
Contagem de 
psicrófilos totais
Contagem de
mesófilos totais
Diluição 10-1
1 mL 1 mL
9 mL
10-2 10-3
4.9 Morfologia e Série Bioquímica para identificação
Os testes bioquímicos foram realizados de acordo com o método do BAM 
para isolamento e identificação de Campylobacter sp (HUNT et al., 1998).
 Morfologia por coloração de Gram (utilizou-se 0,5% de carbol fuscina como 
contra-corante)
 Teste de Catalase – transferiu-se uma alçada da cultura para uma gota de 
peróxido de hidrogênio a 3% em uma lâmina de microscopia. Observou-se  o 
aparecimento de borbulhamento imediato, caracterizando teste positivo. Esse 
teste  é  utilizado  para  verificar  se  a  bactéria  em  questão  possui  a  enzima 
catalase, capaz de degradar o peróxido de hidrogênio.
 Teste de Oxidade –  transferiu-se uma alçada da cultura para uma tira  de 
papel  filtro,  em seguida  pingou-se  algumas gotas  de reagentes  de oxidase 
(N,N,N',N'-Tetramethyl-p-phenylenediamine·2HCl)  e  observou-se  o 
aparecimento da cor azul, indicando resultado positivo. Esse teste foi utilizado 
para verificar a presença da enzima citocromo oxidade que é responsável pelo 
transporte de elétrons na cadeia respiratória até o oxigênio.
 Teste de mobilidade em lâmina – uma alçada da cultura foi transferida para 
uma  gota  de  água  em  uma  lamínula  que  foi  invertida  sobre  uma  lâmina 
escavada de modo que a gota ficasse pendente. Observou-se ao microscópio 
o movimento característico da bactéria, em saca rolha ou vaivém.
 Crescimento a 25ºC e 42ºC – estriou-se uma alçada da cultura em placas de 
AHB (Abeyta Hunt Bark ágar – ágar infusão de coração - Difco) adicionado de 
extrato de levedura (Oxoid) e incubou-se a 25ºC e a 42ºC por três dias em 
microaerofilia para visualização de crescimento, indicando resultado positivo e 
não crescimento, indicando resultado negativo.
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 Teste de redução de nitrato – uma alçada da cultura foi inoculada em tubos 
contendo meio Bolton semi-sólido adicionado de 0,01% de citrato de sódio e 
1% de nitrato de potássio (Merck). Incubou-se a 37ºC por 5 dias. Após esse 
período, 5 gotas de cada um dos reagentes de nitrato (A = solução de ácido 
sulfanílico;   B = solução de dimetil-α-naftilamina) foram adicionados em cada 
tubo  e  observou-se  o  aparecimento  de  coloração  vermelha,  caracterizando 
teste  positivo.  Esse  teste  foi  utilizado  para  verificar  a  capacidade  do 
microrganismo em reduzir nitrato a nitrito.
 Teste da produção de H2S em ágar tríplice açúcar ferro (TSI) – uma alçada 
da cultura foi incoculada, por picada e estrias na rampa, em tubos contendo 
meio  TSI  inclinado.  Incubou-se  a  37ºC  por  cinco  dias  e  observou-se  o 
escurecimento  do  meio,  devido  à  precipitação  de  sulfeto  de  ferro  (teste 
positivo) ou não (teste negativo).  A bactéria  C. jejuni não apresenta reação 
positiva para esse teste no meio TSI.
 Teste de produção de H2S em tiras de acetato de chumbo - inoculou-se 
uma alçada da cultura em tubos contendo meio Bolton semi-sólido adicionado 
de 0,01% de citrato de sódio (Reagen) e 0,02% de cisteína (Merck). Colocou-
se uma tira de papel filtro embebida em uma solução saturada de acetato de 
chumbo (Reagen), presa na boca do tubo ao rosquear. Incubou-se a 37ºC por 
3 dias e observou-se a ocorrência do escurecimento da tira indicando teste 
positivo.
 Crescimento em MacConkey ágar – inoculou-se uma alçada da cultura em 
uma placa de Petri contendo o meio MacConkey e incubou-se a 37°C por 3 
dias. Observou-se crescimento indicando resultado positivo. Esse é um meio 
seletivo para crescimento de bactérias Gram negativas e possui cristal violeta e 
misturas de sais biliares em sua composição.
51
 Crescimento em 1% de glicina – adicionou-se uma alçada da cultura em 
tubos contendo meio Bolton semi-sólido adicionado de 0,01% de citrato de 
sódio  e  1%  de  glicina.  Incubou-se  a  37ºC  por  três  dias  e  observou-se  o 
crescimento indicando resultado positivo.
 Teste da utilização da glicose – dois tubos contendo meio OF, um contendo 
1% de uma solução de glicose a 10% e outro não, foram inoculados com uma 
alçada da cultura. Incubou-se a 37ºC por cinco dias.  Campylobacter spp não 
fermenta  nem  oxida  a  glicose  ou  qualquer  outro  açúcar,  portanto  não  há 
alteração na coloração dos tubos.
 Crescimento a 3,5% de NaCl  - uma alçada da cultura foi inoculada em tubos 
contendo meio Bolton semi-sólido sólido adicionado de 0,01% de citrato de 
sódio (Reagen) e 3,5% de cloreto de sódio (Merck). Incubou-se a 37ºC por três 
dias.  E  observou-se  a  ocorrência  ou  não  de  crescimento.  Nenhum 
Campylobacter spp cresce na presença de 3,5% desse sal.
4.10 Análise estatística dos resultados
A estimativa  da  população de  Campylobacter realizada  pelo  método  do 
NMP foi avaliada através de média, desvio-padrão, mediana e outras técnicas de 
estatística  descritiva.  Para  a  comparação  entre  os  três  tipos  de  substratos 
utilizados, tempo de incubação e concentrações de inóculo, foram utilizados os 
testes não paramétricos (devido aos dados não apresentarem distribuição normal) 
de Mann Whitney ou Kruskal Wallis seguido de Mann Whitney quando existiam 
mais de duas categorias a serem testadas. Foram realizados gráficos do tipo Box-
Plot  para  ilustrar  as  comparações  realizadas  que  apresentaram  diferença 
estatisticamente significativa (ALTMAN, 1991).
52
Para os métodos qualitativos (BAM, ELISA e ELFA) foi utilizada inicialmente 
a  distribuição  de  freqüências  (n),  além  de  Sensibilidde,  Especificidade,  Valor 
Preditivo  Positivo  e  Valor  Preditivo  Negativo  para  cada  comparação  entre  as 
metodologias de interesse. O nível de significância assumido para o trabalho foi de 
5%, portanto foi aceito como significativo valor de p menores que 0,05 (ALTMAN, 
1991).
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5 Resultados e Discussão
5.1 Contagem de mesófilos e psicrotrófilos aeróbios totais em leite tipo C e 
leite tipo UHT
Foi verificada a ausência de psicrotrófilos aeróbios nas amostras de leite 
tipo C e leite  UHT analisadas.  Quanto à análise  de  mesófilos  aeróbios  totais, 
verificou-se ausência nas amostras de leite tipo UHT e presença nos leites tipo C. 
As contagens, em UFC/mL são mostradas na tabela 1.
Tabela 1 – Contagem de mesófilos aeróbios totais de leite tipo C.
Número da 
repetição
Leite tipo C utilizado para posterior 
inoculação de C. jejuni
Contagem de mesófilos 
aeróbios - UFC/mL
33 Leite C – marca F 9,9x103
34 Leite C – marca F 6,4x103
35 Leite C – marca F 1,66x104
36 Leite C – marca F 1,58x104
37 Leite C – marca G 1,74x104
38 Leite C – marca G 6,7x104
39 Leite C – marca G 1,18x104
40 Leite C – marca G 1,01x105
41 Leite C – marca F 1,12x104
42 Leite C – marca F 8,3x103
43 Leite C – marca F 9,4x103
44 Leite C – marca F 1,01x104
45 Leite C – marca G 1,41x104
46 Leite C – marca G 1,46x104
47 Leite C – marca G 1,22x104
48 Leite C – marca G 1,22x104
As contagens de mesófilos aeróbios variaram de 6,4x103 a 1,01x105 nas 16 
amostras  de  leite  tipo  C  analisadas,  estando  de  acordo  com  a  contagem 
estabelecida  pela  legislação  brasileira,  ou  seja,  as  contagens  de  bactérias 
aeróbias  mesófilas  em  leite  pasteurizado  tipo  C  não  devem  exceder  3x105 
UFC/mL (BRASIL, 1997). 
54
Este  trabalho  não  encontrou  nenhuma  amostra  de  leite  tipo  C  com 
contaminação acima do permitido pela legislação brasileira, diferentemente dos 
resultados obtidos em São José do Rio Preto – SP por HOFFMANN et al. (1999) 
que encontraram apenas uma amostra de leite C, das 14 analisadas, acima do 
estabelecido pela legislação, variando de 3,5x101 a 4,8x105. No Estado do Rio de 
Janeiro CORDEIRO et al. (2002) encontraram em algumas amostras desse tipo de 
leite contagens acima dos padrões legislativos,  variando de 1,5x105 a 1,5x106. 
Noventa e oito amostras de leite C foram analisadas no Rio Grande do Sul, sendo 
que  1,14%  destas  apresentavam  contagens  de  mesófilos  aeróbios  acima  de 
3x105 UFC/mL (TIMM et al., 2003). CARDOSO e ARAÚJO (2003) verificaram que 
4% das  98  amostras  de  leite  tipo  C,  analisadas  no  Distrito  Federal,  também 
estavam  acima  dos  padrões  da  legislação  brasileira,  sendo  consideradas 
insatisfatórias quanto ás condições de higiene.
5.2  Comportamento  de  Campylobacter  jejuni nos  diferentes  tempos  de 
incubação, concentração de inóculo e substratos utilizados
Os resultados das análises microbiológicas para detecção e isolamento de 
C. jejuni realizadas durante o experimento, assim como os valores percentuais, 
podem ser visualizados nos quadros de números 1 a 6 no anexo A. No anexo C, 
encontram-se  explicações  sobre  a  estatística  utilizada  para  comparação  das 
metodologias.
De  acordo  com  a  tabela  2  não  houve  diferença  estatística  significativa 
(p>0,05) entre as marcas A e B utilizadas para os testes em leite UHT e nem entre 
F e G utilizadas para leite C. Portanto, podemos considerá-las homogêneas, não 
sendo um ponto de interferência nas análises.
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Tabela 2 – Comparação do NMP de  C. jejuni nas diferentes marcas utilizadas 
para leite C e leite UHT.
Tempo de 
incubação
Concentração 
de inóculo
Tipo de 
substrato Marcas Valor -p 
24 1.5x10
3 Leite UHT  A X B 0.0646
1.5x102 Leite UHT  A X B 1.0000
48 1.5x10
3 Leite UHT  A X B 0.0646
1.5x102 Leite UHT  A X B 0.8873
24 1.5x10
3 Leite C F X G 0.4098
1.5x102 Leite C F X G 1.0000
48 1.5x10
3 Leite C F X G 0.5263
1.5x102 Leite C F X G 1.0000
     
Teste de Mann Whitney
Pode-se observar, analisando a tabela 3, que houve diferença estatística 
significativa  (p<0,05)  ao  comparar  o  número  mais  provável  de  Campylobacter 
jejuni nos  três  diferentes  substratos,  nos  diferentes  tempos  de  incubação  e 
concentrações de inóculo. De acordo com os resultados obtidos, demonstrados na 
tabela 4, o meio de cultura não apresentou diferença estatística em relação ao 
leite UHT (p>0,05), mas diferiu estatisticamente quando comparado ao leite C, em 
todas as condições de tempo de incubação e concentração de inóculo. A relação 
leite UHT x leite C também apresentou diferença estatística significativa (p<0,05) 
(Gráficos 1, 2, 3 e 4).
Tabela  3  – Comparação  do  NMP  de  C.  jejuni nos  três  diferentes  tipos  de 
substratos utilizados para análise.
Tempo de Concentração Tipo de substrato Valor -p 
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incubação de inóculo
24
1.5x103 Meio* X UHT X leite C 0.0025
1.5x102 Meio* X UHT X leite C 0.0001
48
1.5x103 Meio* X UHT X leite C 0.0002
1.5x102 Meio* X UHT X leite C 0.0002
    
Teste de Kruskal Wallis
        *Meio = Caldo Bolton
O leite  C apresentou contagem total  de  mesófilos  aeróbios  variando de 
6,4x103 até 1,01x105 (tabela 1), antes da inoculação de C. jejuni. Essa microbiota 
natural do leite tipo C pode influenciar no crescimento e comportamento de  C. 
jejuni, pois compostos resultantes do metabolismo desses microrganismos podem 
ser tóxicos para o microrganismo inoculado, além de este ser mal competidor, 
uma vez que não estava em condições ideais para seu crescimento, ou seja, a 
incubação ocorreu à temperatura de 7°C, em atmosfera normal. Dessa maneira, o 
NMP quando utilizado o  leite  C  como substrato  foi  bastante  baixo  ou  não se 
conseguiu o isolamento, pois provavelmente os campilobacteres inoculados não 
sobreviveram em quantidades viáveis para serem detectados pela metodologia, 
além da interferência de outras bactérias durante a análise.
Tabela  4  –  Comparação  do  NMP  de  C.  jejuni nos  três  diferentes  tipos  de 
substratos, comparados dois a dois.
Tempo de 
incubação
Concentração 
de inóculo
Tipo de 
substrato Valor -p 
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24
1.5x103
Meio* X UHT 0.7153
Meio* X Leite C 0.0088
UHT X Leite C 0.0135
1.5x102
Meio* X UHT 0.0679
Meio* X Leite C 0.0030
UHT X Leite C 0.0029
48
1.5x103
Meio* X UHT 0.1223
Meio* X Leite C 0.0048
UHT X Leite C 0.0042
1.5x102
Meio* X UHT 0.1323
Meio* X Leite C 0.0030
UHT X Leite C 0.0030
    
Teste de Mann Whitney
*Meio = Caldo Bolton
Gráfico  1  – Isolamento  de  Campylobacter  jejuni pela  técnica  do  NMP  nos 
diferentes  substratos  utilizados,  na  concentração  1,5x103 após  24  horas  de 
incubação.
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Gráfico  2  –  Isolamento  de  Campylobacter  jejuni pela  técnica  do  NMP  nos 
diferentes  substratos  utilizados  na  concentração  1,5x102 após  24  horas  de 
incubação.
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Gráfico  3  –  Isolamento  de  Campylobacter  jejuni pela  técnica  do  NMP  nos 
diferentes  substratos  utilizados  na  concentração  1,5x103 após  48  horas  de 
incubação.
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Gráfico  4  –  Isolamento  de  Campylobacter  jejuni pela  técnica  do  NMP  nos 
diferentes  substratos  utilizados  na  concentração  1,5x102 após  48  horas  de 
incubação.
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Comparando-se a percentagem do número mais provável de C. jejuni nas 
diferentes  concentrações  de  inóculo  (1,5x102 e  1,5x103)  para  cada  tipo  de 
substrato,  nos  diferentes  tempos  de  incubação  (tabela  5),  verificou-se  que 
somente  no  leite  C,  nas  análises  realizadas  após  24  horas  de  incubação  em 
câmara de refrigeração houve diferença significativa (p=0,0124) (Gráfico 5).  No 
leite UHT e no meio de cultura não foram encontradas diferenças significativas 
entre os inóculos utilizados.
Tabela  5  – Comparação de percentagem do NMP de  C. jejuni nas diferentes 
concentrações de inoculo para cada tipo de substrato utilizado.
Tempo de 
incubação
Tipo de 
substrato
Concentração de 
inóculo Valor -p 
60
24
Caldo Bolton 1,5x103 X 1,5x102 0.9586
UHT 1,5x103 X 1,5x102 0.0696
Leite C 1,5x103 X 1,5x102 0.0124
48
Caldo Bolton 1,5x103 X 1,5x102 0.2084
UHT 1,5x103 X 1,5x102 0.9587
Leite C 1,5x103 X 1,5x102 0.0963
    
Teste de Mann Whitney
A baixa concentração de inoculo (1,5x102) aliado à competição gerada no 
leite C pelos microrganismos da microbiota natural, impediu a recuperação de C. 
jejuni,  não sendo possível  o  seu isolamento a partir  desse substrato nos dois 
tempos de incubação utilizados. Enquanto que na concentração 1,5x103, ou seja, 
maior quantidade de microrganismos inoculados, as chances de sobrevivência de 
C.  jejuni foram  maiores,  facilitando  a  sua  recuperação,  mesmo  que  em 
quantidades pequenas (Gráfico 5).
Gráfico  5  –  Isolamento  de  Campylobacter  jejuni pela  técnica  do  NMP  nas 
diferentes  concentrações  1,5x102 e  1,5x103,  em  leite  C,  após  24  horas  de 
incubação.
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Os tempos de incubação em câmara de refrigeração a 7°C (24 e 48 horas) 
utilizados no experimento,  não influenciaram na percentagem do número mais 
provável de C. jejuni encontrado nos leites C e UHT (tabela 6), porém, no meio de 
cultura  houve  diferença  estatisticamente  significativa  (p=0,006)  entre  24  e  48 
horas de incubação.
Tabela 6 – Comparação de percentagem da estimativa do NMP de C. jejuni nos 
diferentes tempos de incubação utilizados para cada tipo de substrato utilizado.
Tipo de 
substrato
Tempo de 
incubação Valor -p 
Caldo Bolton 24 X 48 0.0060
UHT 24 X 48 0.0706
Leite C 24 X 48 0.1638
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Teste de Mann Whitney
O meio de cultura é uma mistura de nutrientes necessários ao crescimento 
microbiano, contém a fonte de energia e todos os elementos imprescindíveis à 
vida das células, ou seja, proporcionam condições perfeitas para o crescimento do 
microrganismo em questão. Quando a bactéria é inoculada, utiliza os nutrientes 
para  manutenção  e  multiplicação.  Após  24  horas,  esses  nutrientes  tornam-se 
escassos  e  os  microrganismos  diminuem  gradualmente  a  velocidade  de 
multiplicação até que se anule. Sendo assim, após 48 horas a percentagem de 
isolamento  de  Campylobacter  jejuni pelo  método  do  NMP  ocorre  com  mais 
dificuldade, ocasionando a diferença estatística significativa encontrada entre os 
tempos de incubação utilizados.
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Gráfico  6  – Isolamento  de  Campylobacter  jejuni pela  técnica  do  NMP  nos 
diferentes tempos de incubação (24 e 48 horas), em meio de cultura.
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5.3 Comparação das metodologias utilizadas
O método para detecção e isolamento de Campylobacter sp pelo BAM foi 
considerado  como  padrão  ouro  por  ser  uma  metodologia  oficialmente 
padronizada, preconizada pelo FDA. Quando comparados com esse método, a 
técnica do NMP e o ELFA apresentaram maior acerto geral (eficácia=96,9%) que 
o  método ELISA (eficácia=93,8%),  nas  análises em que o meio de  cultura  foi 
utilizado  como  substrato  (tabela  7).  Para  prever  a  positividade  as  três 
metodologias utilizadas obtiveram o mesmo acerto (VPP=96,9% e 96,8%). Pode-
se  dizer  também  que  a  sensibilidade,  ou  seja,  a  proporção  de  verdadeiros 
positivos foi de 100% para o método ELFA e técnica do NMP e de 96,8% para o 
método ELISA, revelando uma proporção de 3,2% de falsos negativos para esse 
método.
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Tabela  7  –  Comparação  das  metodologias  ELFA,  ELISA  e  NMP  com  a 
metodologia do BAM, no meio de cultura.
Meio de Cultura
BAM       
Positivo Negativo TOTAL VPP VPN Sens Espec Eficácia
n n       
  
ELFA
Positivo 31 1 32 96.9
não 
calc. 100.0 0.0 96.9
Negativo 0 0 0      
Total 31 1 32
           
ELISA
Positivo 30 1 31 96.8 0.0 96.8 0.0 93.8
Negativo 1 0 1      
Total 31 1 32
           
NMP
Positivo 31 1 32 96.9
não 
calc. 100.0 0.0 96.9
Negativo 0 0 0      
Total 31 1 32
Quando o substrato utilizado para análise foi o leite UHT (tabela 8), o teste 
que  apresentou  maior  acerto  geral  foi  a  técnica  do  NMP  (eficácia  =  100%), 
enquanto o método ELISA apresentou 90,6% e o ELFA 87,5% de acerto geral. As 
três metodologias obtiveram 100% de acerto para prever a positividade, mas a 
técnica  do  NMP foi  pouco  mais  sensível,  revelando  uma proporção  de  100% 
verdadeiro positivo, enquanto que o método ELISA obteve 90,6%, ou seja, 9,4% 
de falsos negativos e o ELFA 87,5%, revelando 12,5% de falsos negativos.
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Tabela  8  –  Comparação  das  metodologias  ELFA,  ELISA  e  NMP  com  a 
metodologia do BAM, no leite UHT.
Leite UHT
BAM       
Positivo Negativo TOTAL VPP VPN Sens Espec Eficácia
n n       
  
ELFA
Positivo 28 0 28
100.
0 0.0 87.5
não 
calc. 87.5
Negativo 4 0 4      
Total 32 0 32
           
ELISA
Positivo 29 0 29
100.
0 0.0 90.6
não 
calc. 90.6
Negativo 3 0 3      
Total 32 0 32
           
NMP
Positivo 32 0 32
100.
0
não 
calc. 100.0
não 
calc. 100.0
Negativo 0 0 0      
Total 32 0 32
Por fim, quando utilizado o leite tipo C (tabela 9) o método ELFA apresentou 
um maior acerto geral (81,3%), mas para prever a positividade a técnica do NMP 
obteve maior acerto (VPP=100%). Nesse caso, para prever a negatividade, apesar 
de baixo valor, a técnica do NMP também obteve maior acerto (VPN = 17,4%). 
Apesar disso, a sensibilidade foi de apenas 32,1%, ou seja, foi encontrado um alto 
percentual (67,9%) de falsos negativos. O acerto geral (eficácia) do método ELISA 
foi de 75% e da técnica do NMP foi de 40,6%.
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Tabela  9  –  Comparação  das  metodologias  ELFA,  ELISA  e  NMP  com  a 
metodologia do BAM, no leite C.
Leite C
BAM       
Positivo Negativo TOTAL VPP VPN Sens Espec Eficácia
n n       
  
ELFA
Positivo 26 4 30 86.7 0.0 92.9 0.0 81.3
Negativo 2 0 2      
Total 28 4 32
           
ELISA
Positivo 24 4 28 85.7 0.0 85.7 0.0 75.0
Negativo 4 0 4      
Total 28 4 32
           
NMP
Positivo 9 0 9 100.0 17.4 32.1 100.0 40.6
Negativo 19 4 23      
Total 28 4 32
De um modo geral (tabela 10), podemos dizer que, em relação ao método 
para detecção e isolamento de  Campylobacter sp do BAM, a metodologia que 
apresentou maior  acerto  geral  foi  a  ELFA com 88,5% de eficácia,  seguido do 
método ELISA com 86,5% e da técnica do NMP com 79,2%. Para prever tanto a 
positividade (VPP = 98,6%) quanto à negatividade (VPN = 17,4%) a técnica do 
NMP  apresentou  maior  acerto.  Entretanto  o  método  ELFA  foi  mais  sensível 
(93,4%) apresentando menor valor de falsos negativos (6,6%) e a técnica do NMP 
a mais específica, pois obteve uma proporção de verdadeiros negativos de 80,0%, 
revelando assim 20,0% de falsos positivos, demonstrando ser inferior às outras 
metodologias utilizadas para isolamento de C. jejuni.
Tabela  10  –  Comparação  das  metodologias  ELFA,  ELISA  e  NMP  com  a 
metodologia do BAM.
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FDA       
Positivo Negativo TOTAL VPP VPN Sens Espec Eficácia
n n       
  
ELFA
Positivo 85 5 90 94,4 0.0 93,4 0.0 88,5
Negativo 6 0 6      
Total 91 5 96
           
ELISA
Positivo 83 5 88 94,3 0.0 91,2 0.0 86,5
Negativo 8 0 1      
Total 91 5 96
           
NMP
Positivo 72 1 73 98,6 17,4 79,1 80,0 79,2
Negativo 19 4 23      
Total 91 5 96
Comparando-se  as  duas  metodologias  baseadas  em  reações 
imunoenzimáticas utilizadas podemos dizer que a concordância entre elas foi de 
96,9% no meio de cultura havendo apenas uma análise discordante (tabela 11). 
Devido  a  nenhum dos  dois  métodos  serem considerados  padrão  ouro,  não  é 
possível  dizer  qual  dos  dois  obteve  o  resultado  correto.  No  leite  UHT  a 
concordância foi de 90,6% , havendo três análises discordantes (tabela 12) e no 
leite tipo C o acerto entre as metodologias foi de 93,8%, sendo encontrada duas 
análises discordantes (tabela 13). No geral, houve um acerto de 93,8% entre as 
metodologias, sendo que seis análises foram discordantes (tabela 14).
Tabela 11 – Comparação entre as metodologias imunoenzimáticas ELFA e ELISA, 
no meio de cultura.
Meio de Cultura
ELISA       
Positivo Negativo TOTAL VPP VPN Sens Espec Eficácia
n n       
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ELFA
Positivo 31 1 32 96.9
não 
calc. 100.0 0.0 96.9
Negativo 0 0 0      
Total 31 1 32
Tabela 12 – Comparação entre as metodologias imunoenzimáticas ELFA e ELISA, 
no leite UHT.
Leite UHT
ELISA       
Positivo Negativo TOTAL VPP VPN Sens Espec Eficácia
n n       
  
ELFA
Positivo 27 1 28 96.4 50.0 93.1 66.7 90.6
Negativo 2 2 4      
Total 29 3 32
Tabela 13 – Comparação entre as metodologias imunoenzimáticas ELFA e ELISA, 
no leite C.
Leite C
ELISA       
Positivo Negativo TOTAL VPP VPN Sens Espec Eficácia
n n       
  
ELFA
Positivo 28 2 30 93.3 100.0 100.0 50.0 93.8
Negativo 0 2 2      
Total 28 4 32
Tabela 14 – Comparação entre as metodologias imunoenzimáticas ELFA e ELISA. 
ELISA       
Positivo Negativo TOTAL VPP VPN Sens Espec Eficácia
n n       
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ELFA
Positivo 86 4 90 95,6 66,7 97,7 50,0 93,8
Negativo 2 4 6
Total 88 8 96
A metodologia descrita  pelo  BAM é uma técnica  convencional  um tanto 
laboriosa,  em que  é  necessário  no  mínimo oito  dias  para  a  obtenção  de  um 
resultado, além da necessidade de grande quantidade de vidraria e preparação de 
meio  de  cultura,  porém  é  uma  metodologia  oficial,  preconizada  por  órgão 
competente, o FDA. 
O teste do NMP é extremamente laborioso, pois utiliza maior quantidade de 
vidraria e meios de cultura, requerendo tempo para a preparação e execução das 
análises. O resultado também é demorado, sendo obtido em aproximadamente 
oito dias.
Por  outro  lado,  as  metodologias  envolvendo  reações  de  antígeno  – 
anticorpo  são  técnicas  mais  rápidas  e  suficientemente  seguras  quando 
comparadas  com  as  tradicionais.  O  resultado  é  obtido  em  aproximadamente 
quatro dias, pois a confirmação dos resultados positivos ainda se faz necessária, 
isolando-se o microrganismo em meios de cultura seletivos e realizando-se a série 
bioquímica.
O método ELISA da TECRA é baseado em reações imunoenzimáticas que 
possui como facilidade o fato de não ser preciso o uso de jarras para atmosfera 
microaerófila para incubação, porém esta é uma técnica realizada manualmente o 
que facilita a contaminação ou erro de realização e interpretação dos resultados 
da análise.
Outro  método  imunoenzimático  utilizado  foi  o  ELFA  (mini  VIDAS, 
bioMérieux) que apesar de a etapa de enriquecimento ser realizada em incubação 
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com  microaerofilia,  a  partir  do  momento  em  que  a  amostra  é  colocada  no 
equipamento mini VIDAS, não há o contato do manipulador, diminuindo assim, os 
riscos de erros durante as análises.
Para a escolha da metodologia a ser empregada, deve-se levar em conta 
também o custo das análises. O maior problema ainda no caso do método ELFA, 
é  o  custo  do  equipamento  mini  VIDAS,  imprescindível  para  a  realização  das 
análises,  pois  o  custo  dos  kits,  tanto  da  TECRA,  quanto  do  mini  VIDAS são 
praticamente  iguais.  Cabe  ressaltar  que  todas  as  metodologias  utilizadas  no 
experimento são consideradas de alto custo, pois tanto os meios de cultura quanto 
os reagentes e antibióticos utilizados são caros.
Este  é  talvez  o  primeiro  estudo  realizado  no  Brasil  apresentando 
comparações entre diferentes metodologias de detecção de  Campylobacter sp, 
principalmente  dos  métodos  que  envolvem  reações  imunoenzimáticas,  sendo 
encontrado  apenas  o  relato  de  um  estudo  realizado  por  NESBAKKEN  et  al. 
(2002), na Noruega, que comparou os métodos de PCR (Reação de Polimerase 
em Cadeia) (BUGS´n BEADS), o ELISA (VIDAS CAM) e o método tradicional de 
isolamento do Nordic Committee on Food Analysis (NCFA) e verificou que não 
houve diferença estatística entre eles.
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6 Conclusão
• As amostras de leite C e UHT analisadas apresentaram-se de acordo com 
a legislação brasileira para contagem de psicrófilos e mesófilos aeróbios 
totais.
• A microbiota natural do leite tipo C influenciou no isolamento e estimativa 
da população de Campylobacter  jejuni,  principalmente quando inoculado 
em menor concentração.
• Das  metodologias  utilizadas  a  técnica  do  NMP  demonstrou  ser  de 
qualidade inferior às outras três metodologias.
• As metodologias baseadas em reações imunoenzimáticas demonstraram 
resultados  semelhantes  à  metodologia  preconizada  pelo  FDA,  portanto 
podem  ser  utilizadas  para  reduzir  o  tempo  de  análise,  desde  que  os 
resultados  sejam  confirmados  pelo  isolamento  em  meios  de  cultura 
seletivos tradicionais.
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ANEXO A – Resultados das análises de Campylobacter jejuni
Quadro 1 – Resultados das análises de  Campylobacter jejuni em meio de 
cultura após 24 horas de incubação.
Número 
repetição
Tipo de substrato BAM 
(FDA)
ELFA 
(VIDAS)
ELISA 
(TECRA)
NMP
NMP/mL
NMP
(%)
1 Meio de cultura 103 + + + 460 30,67
2 Meio de cultura 103 + + + 93 6,20
3 Meio de cultura 103 + + + 1.100 73,33
4 Meio de cultura 103 + + + 1.100 73,33
5 Meio de cultura 103 + + + 43 2,87
6 Meio de cultura 103 + + + 150 10,00
7 Meio de cultura 103 + + + 240 16,00
8 Meio de cultura 103 + + + 240 16,00
9 Meio de cultura 102 + + + 23 15,33
10 Meio de cultura 102 + + + 93 62,00
11 Meio de cultura 102 + + + 150 100,00
12 Meio de cultura 102 + + + 21 14,00
13 Meio de cultura 102 + + + 15 10,00
14 Meio de cultura 102 + + + 39 26,00
15 Meio de cultura 102 + + + 9 6,00
16 Meio de cultura 102 + + + 15 10,00
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Quadro 2 – Resultados das análises de  Campylobacter jejuni em meio de 
cultura após 48 horas de incubação.
Número 
repetição
Tipo de substrato BAM 
(FDA)
ELFA 
(VIDAS)
ELISA 
(TECRA)
NMP
NMP/mL
NMP
(%)
1 Meio de cultura 103 + + + 210 14,00
2 Meio de cultura 103 + + + 21 1,40
3 Meio de cultura 103 + + + 460 30,67
4 Meio de cultura 103 + + + 28 1,87
5 Meio de cultura 103 + + + 20 1,33
6 Meio de cultura 103 + + + 15 1,00
7 Meio de cultura 103 + + + 43 2,87
8 Meio de cultura 103 + + + 93 6,20
9 Meio de cultura 102 neg. + + 15 10,00
10 Meio de cultura 102 + + neg. 15 10,00
11 Meio de cultura 102 + + + 93 62,00
12 Meio de cultura 102 + + + 11 7,33
13 Meio de cultura 102 + + + 4 2,67
14 Meio de cultura 102 + + + 9 6,00
15 Meio de cultura 102 + + + 9 6,00
16 Meio de cultura 102 + + + 7 4,67
94
Quadro 3 – Resultados das análises de  Campylobacter jejuni em leite tipo 
UHT após 24 horas de incubação.
Número 
repetição
Tipo de substrato BAM 
(FDA)
ELFA 
(VIDAS)
ELISA 
(TECRA)
NMP
NMP/mL
NMP
(%)
17 Leite UHT 103 – marca A + + + 93 6,20
18 Leite UHT 103 – marca A + + + 75 5,00
19 Leite UHT 103 – marca A + + + 75 5,00
20 Leite UHT 103 – marca A + + + 150 10,00
21 Leite UHT 103 – marca B + + + 460 30,67
22 Leite UHT 103 – marca B + + + 240 16,00
23 Leite UHT 103 – marca B + + + 460 30,67
24 Leite UHT 103 – marca B + + + 1.100 73,33
25 Leite UHT 102 – marca A + + + 93 62,00
26 Leite UHT 102 – marca A + + + 43 28,67
27 Leite UHT 102 – marca A + + + 150 100,00
28 Leite UHT 102 – marca A + + + 43 28,67
29 Leite UHT 102 – marca B + + + 23 15,33
30 Leite UHT 102 – marca B + + + 150 100,00
31 Leite UHT 102 – marca B + + + 93 62,00
32 Leite UHT 102 – marca B + neg. + 93 62,00
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Quadro 4 – Resultados das análises de  Campylobacter jejuni em leite tipo 
UHT após 48 horas de incubação.
Número 
repetição
Tipo de substrato BAM 
(FDA)
ELFA 
(VIDAS)
ELISA 
(TECRA)
NMP
NMP/mL
NMP
(%)
17 Leite UHT 103 – marca A + + + 93 6,20
18 Leite UHT 103 – marca A + + + 39 2,60
19 Leite UHT 103 – marca A + + + 23 1,53
20 Leite UHT 103 – marca A + + + 93 6,20
21 Leite UHT 103 – marca B + + + 460 30,67
22 Leite UHT 103 – marca B + + + 240 16,00
23 Leite UHT 103 – marca B + + + 460 30,67
24 Leite UHT 103 – marca B + + neg. 1.100 73,33
25 Leite UHT 102 – marca A + neg. neg. 43 28,67
26 Leite UHT 102 – marca A + + + 23 15,33
27 Leite UHT 102 – marca A + + + 23 15,33
28 Leite UHT 102 – marca A + + + 15 10,00
29 Leite UHT 102 – marca B + + + 4 2,67
30 Leite UHT 102 – marca B + neg. neg. 15 10,00
31 Leite UHT 102 – marca B + + + 28 18,67
32 Leite UHT 102 – marca B + neg. + 43 28,67
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Quadro 5 – Resultados das análises de Campylobacter jejuni em leite tipo C 
após 24 horas de incubação.
Número 
repetição
Tipo de substrato BAM 
(FDA)
ELFA 
(VIDAS)
ELISA 
(TECRA)
NMP
NMP/mL
NMP
(%)
33 Leite C 103 – marca F + + + 7 0,47
34 Leite C 103 – marca F + + + 93 6,20
35 Leite C 103 – marca F + + + 15 1,00
36 Leite C 103 – marca F + + + 23 1,53
37 Leite C 103 – marca G + + + 93 6,20
38 Leite C 103 – marca G + + + 9 0,60
39 Leite C 103 – marca G + + + < 3 0,00
40 Leite C 103 – marca G + + + < 3 0,00
41 Leite C 102 – marca F + + + < 3 0,00
42 Leite C 102 – marca F + + + < 3 0,00
43 Leite C 102 – marca F + + + < 3 0,00
44 Leite C 102 – marca F + + + < 3 0,00
45 Leite C 102 – marca G neg. + + < 3 0,00
46 Leite C 102 – marca G + + + < 3 0,00
47 Leite C 102 – marca G neg. + + < 3 0,00
48 Leite C 102 – marca G + + + < 3 0,00
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Quadro 6 – Resultados das análises de Campylobacter jejuni em leite tipo C 
após 48 horas de incubação.
Número 
repetição
Tipo de substrato BAM 
(FDA)
ELFA 
(VIDAS)
ELISA 
(TECRA)
NMP
NMP/mL
NMP
(%)
33 Leite C 103 – marca F + + + 4 0,27
34 Leite C 103 – marca F + + + 15 1,00
35 Leite C 103 – marca F + + + < 3 0,00
36 Leite C 103 – marca F + + + < 3 0,00
37 Leite C 103 – marca G + + + < 3 0,00
38 Leite C 103 – marca G + + neg. 4 0,27
39 Leite C 103 – marca G + + + < 3 0,00
40 Leite C 103 – marca G + + + < 3 0,00
41 Leite C 102 – marca F + neg. neg. < 3 0,00
42 Leite C 102 – marca F + + + < 3 0,00
43 Leite C 102 – marca F + neg. neg. < 3 0,00
44 Leite C 102 – marca F + + neg. < 3 0,00
45 Leite C 102 – marca G neg. + + < 3 0,00
46 Leite C 102 – marca G + + + < 3 0,00
47 Leite C 102 – marca G neg. + + < 3 0,00
48 Leite C 102 – marca G + + + < 3 0,00
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ANEXO B – Tabela utilizada para técnica do Número Mais Provável
For 3 tubes each at 0.1, 0.01, and 0.001 g inocula, the MPNs per gram and 
95 percent confidence intervals. 
Pos. tubes
0.10 0.01 0.001
MPN/g Conf. lim. Pos. tubes
Low High 0.10 0.01 0.001
MPN/g Conf. lim.
Low High
0 0 0 <3.0 -- 9.5 2 2 0 21 4.5 42
0 0 1 3.0 0.15 9.6 2 2 1 28 8.7 94
0 1 0 3.0 0.15 11 2 2 2 35 8.7 94
0 1 1 6.1 1.2 18 2 3 0 29 8.7 94
0 2 0 6.2 1.2 18 2 3 1 36 8.7 94
0 3 0 9.4 3.6 38 3 0 0 23 4.6 94
1 0 0 3.6 0.17 18 3 0 1 38 8.7 110
1 0 1 7.2 1.3 18 3 0 2 64 17 180
1 0 2 11 3.6 38 3 1 0 43 9 180
1 1 0 7.4 1.3 20 3 1 1 75 17 200
1 1 1 11 3.6 38 3 1 2 120 37 420
1 2 0 11 3.6 42 3 1 3 160 40 420
1 2 1 15 4.5 42 3 2 0 93 18 420
1 3 0 16 4.5 42 3 2 1 150 37 420
2 0 0 9.2 1.4 38 3 2 2 210 40 430
2 0 1 14 3.6 42 3 2 3 290 90 1,000
2 0 2 20 4.5 42 3 3 0 240 42 1,000
2 1 0 15 3.7 42 3 3 1 460 90 2,000
2 1 1 20 4.5 42 3 3 2 1100 180 4,100
2 1 2 27 8.7 94 3 3 3 >1100 420 --
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ANEXO C – Estatística 
Medidas de Proporções e Probabilidades (ALTMAN, 1991)
A tabela a seguir permite o cálculo de diversas estatísticas. 
                          Padrão Ouro
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
Método
POSITIVO a
verdadeiro positivo
b
falso positivo
a + b
NEGATIVO
c
falso negativo
d
verdadeiro negativo
c + d
TOTAL a + c b + d a + b + c + d
Sensibilidade (S)
É a proporção de verdadeiros positivos entre todos os resultados. Expressa 
a probabilidade de um teste dar positivo quando o padrão ouro for  positivo.  É 
calculada por:
S = aa + c
Especificidade (E)
É  a  proporção  de  verdadeiros  negativos  entre  todos  os  resultados. 
Expressa a probabilidade de um teste dar  negativo quando o padrão ouro for 
negativo. É calculada por:
E = db + d
Valor Preditivo Positivo (VPP)
100
É  a  proporção  de  verdadeiros  positivos  entre  todas  as  análises  com 
resultado positivo. É calculado por:
VPP = aa + b
Valor Preditivo Negativo (VPN)
É  a  proporção  de  verdadeiros  negativos  entre  todas  as  análises  com 
resultado negativo. É calculado por:
VPN = dc + d
Eficácia (A)
É  proporção  de  acertos  de  um  teste,  os  verdadeiros  positivos  e  os 
verdadeiros negativos. É calculado por:
 
A = a + da + b + c + d
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